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LRP LDL-receptor related protein  
MAPK Mitogen - aktivierte Proteinkinase  
MALDI-MS matrix-assisted laser desorption / ionization mass spectrometry 
Mcol murine Collagenase-like A and B 
mDab mammalian disabled - 1  
MMP1   Matrix - Metalloproteinase 1 
NB Medium nach Bindung auf die Säule 
NGAL  neutrophile Gelatinase assoziiertes Lipocalin  
n x nfach konzentriert 
PBS phosphatgepufferte Saline 
PCB polychlorierte Biphenyle 
PCR Polymerase chain reaction 
PNS peripheres Nervensystem  
PTB Phosphotyrosin bindende Domäne 
RAP Rezeptor - assoziiertes Protein 
RBP Vitamin A / Retinol bindendes Protein 
SCR structurally and sequence conserved region 
SDS  Natrium-Dodecylsulfat 
SHH sonic hedgehog 
TC Transcobalamin 
TCA Trichloressigsäure 
TNF α Tumor Nekrose Faktor α 
ULF uterine luminal fluid 
v/v Volumenprozent (volume per volume)  
w/v Gewichtsprozent (weight per volume) 
PAGE Polyacrylamid – Gel Elektophorese 
PCB Polychlorinierte Biphenyle 
PMSF Phenylmethansulfonylfluorid 
VLDL R very low density lipoprotein receptor 
W Waschfraktion 
YWTD Tyrosin – Tryptophan – Threonin - Asparaginsäure – Tetrapeptid 
ZNS zentrales Nervensystem 
 
 6
1.  EINLEITUNG 
1.1.  Die Struktur der LDL Rezeptor Gen Familie 
Die low density lipoprotein (LDL) Rezeptor (LDL R) Gen Familie besteht aus 
einer Gruppe hoch konservierter Zelloberflächenrezeptoren, die außer in 
Säugetieren und Vögeln auch in niederen Organismen wie Caenorhabditis 
elegans oder Drosophila melanogaster gefunden werden (besprochen von 
Willnow, 1999).  
In Säugetieren wurden bisher neun Vertreter der LDL R Gen Familie beschrieben: 
der LDL R, der α2-Makroglobulin Rezeptor/low density lipoprotein receptor-
related protein, hier kurz LRP genannt, LRP 1 B, der very low density lipoprotein 
(VLDL) Rezeptor (VLDL R), gp 330/Megalin, hier nur Megalin genannt, der 
Apolipoprotein E Rezeptor II (Apo E R II) und erst kürzlich das multible EGF 
(epidermal growth factor)-repeat-containing protein 7 (MEGF 7), sowie LRP 7 
(LR 3)/LRP 5, hier LRP 5 genannt und LRP 6. 
Aufgrund der bekannten Rolle des LDL R im Cholesterin Metabolismus (Brown 
and Goldstein, 1986) wurde von den restlichen Familienmitgliedern lange Zeit 
angenommen, dass auch sie für die Bindung und Aufnahme von Lipoproteinen 
verantwortlich wären. Heute weiß man, dass diese Rezeptoren in einer ganze 
Reihe von zellulären Prozessen eine wichtige Rolle spielen. Sie agieren unter 
anderem als Signalüberträger bei der Migration von Neuronen (Trommsdorff et 
al., 1999) oder kontrollieren die Vitamin D3- und Vitamin A-Homeostase 
(Nykjaer et al, 1999, Christensen et al., 1999 a und b). 
Bisher sind zahlreiche Liganden für LRP, VLDL R und Megalin beschrieben 
worden, darunter Lipasen, Lipoproteine, Protease-Inhibitoren und Vitamine 
(Willnow et al., 1992, Christensen et al., 1999, Nykjaer et al., 1994). Des weiteren 
haben Knockout Maus Modelle gezeigt, dass die Rezeptoren der LDL R Gen 
Familie lebenswichtige Funktionen einnehmen. Megalin defiziente Tiere 
entwickeln z. B. schwere Missbildungen des Vorderhirns (Willnow et al., 1996a). 
Bei VLDL R/Apo E R II Doppelknockout Mäusen kommt es zu keiner 
zielgerichteten Wanderung der Neuronen, das Cerebellum ist verkleinert und 
wenig gefurcht, die Schichtung im Cortex umgekehrt (Trommsdorff et al., 1999). 
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 Ligandenbindungsdomäne 
  
epidermale Wachstumsfaktor  
Vorläufereinheit mit YWTD-â-Propeller 
  
O-glykosidische Zuckerdomäne 
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Abb. 1.1. Die LDL R Gen Familie 
Mitglieder der low density lipoprotein receptor (LDL R) Gen Familie zeichnen sich 
durch strukturelle Gemeinsamkeiten aus. Außer sogenannten complement-type 
repeats als Ligandenbindungsdomänen, besitzen die Rezeptoren nur eine einzelne 
Transmembrandomäne und für die pH-Wert abhängige Ablösung der Liganden vom 
Rezeptor sogenannte epidermale Wachstumsfaktor Vorläufereinheiten (epidermal 
growth factor (EGF) precursor homology domains). Die NPxY-Motive im 
zytoplasmatischen Teil der Rezeptoren steht für die Aminosäuresequenz Asp-Pro-x-
Tyr, welche eine Bündelung der Rezeptoren in clathrin-ausgekleideten Einsenkungen 
der Zelle (coated pits) vermittelt. Die O-glykosidischen Zuckerdomänen sind nicht 
bei allen Rezeptoren vorhanden. Als Funktion wird postuliert, dass sie als 
Abstandhalter die hydrophilen Anteile der Liganden von der hydrophoben 
Plasmadoppelmembran fernhalten. Abkürzungen: VLDL→very low density 
lipoprotein; Apo E→Apolipoprotein E; LRP→LDL R related protein, MEGF 
7→multible EGF-repeat-containing protein7. 
Abbildung 1.1. zeigt vier Strukturmerkmale, die den Mitgliedern der LDL R Gen 
Familie gemeinsam sind und die ich an dieser Stelle kurz erläutern möchte. 
Die cysteinreichen Ligandenbindungsdomänen, auch complement-type repeats 
(CR) genannt, erhielten ihren Namen, da sie ursprünglich in Faktoren des 
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Komplementsystems beschrieben worden sind (Marazziti et al., 1988). Sie sind 
notwendig, um Liganden zu binden. Sechs Cysteinreste bilden drei 
Disulfidbrücken nach dem Muster C1-C3, C2-C5, C4-C6 aus (Bieri et al., 1995 a 
und b, Daly et al., 1995 a und b, Fass et al., 1997), zu deren korrekter Ausbildung 
der Disulfidbrücken Ca2+ nötig ist (Atkins et al., 1998). In Abwesenheit von 
Kalzium kommt es nicht zur Bindung von Liganden (Atkins et al., 1998, Bieri et 
al, 1998, Dolmer et al., 1998, North and Blacklow, 1999, 2000). 
Ligandenbindungsdomänen weisen zwei durch eine α-Helix getrennte 
Schleifenstrukturen auf, deren erste zwei β-Faltblätter enthält, während die zweite 
die Bindungsstelle für Kalzium darstellt.  
Ein weiteres gemeinsames Strukturmerkmal sind die epidermalen 
Wachstumsfaktor-Vorläufereinheiten (epidermal growth factor (EGF)-like 
precursor repeats), die sowohl für die Bindung von Liganden notwendig sind, als 
auch für eine vom pH-Wert abhängige Ablösung der gebundenen Liganden vom 
Rezeptor in den Endosomen (Davis et al., 1987). Rekombinante LDL R 
Varianten, ohne epidermalen Wachstumsfaktor-Vorläufereinheiten können 
Liganden in die Zelle aufnehmen, dissoziieren jedoch nicht in den Endosomen 
vom Liganden (Davis et al., 1987, Van der Westhuyzen zeigte 1991). Eine 
epidermale Wachstumsfaktor-Vorläufereinheit setzt sich aus drei EGF-artigen 
Einheiten zusammen, wobei eine YWTD (Tyr-Trp-Thr-Asp) - wiederholende 
Region die ersten beiden von der dritten Einheit abtrennt. Jede EGF-artige Einheit 
besitzt sechs konservierte Cysteine, die drei Disulfidbrücken (C1-C3, C2-C4, C5-
C6) ausbilden (Campbell, et al., 1993). Die mittlere EGF-artige Einheit besitzt ein 
Kalziumbindungsmotiv (Rees et al., 1988, Handfort at al., 1991). Die zwischen 
der zweiten und dritten EGF-artigen Einheit liegende YWTD-wiederholende 
Region, formt einen sechsblättrigen β-Propeller (Springer, 1998), dessen Funktion 
bisher unbekannt ist. Familiäre Hypercholesterinämie (FH), die sich durch 
reduzierte Lipoproteinaufnahme auszeichnet, wird jedoch genauso häufig auf 
Mutationen im Bereich der YWTD - wiederholenden Region wie im Bereich der 
CR zurückgeführt (Hobbs et al, 1992, Hobbs et al, 1990, Soutar, 1992). 
Lediglich LDL R, VLDL R und Apo E R II besitzen eine O-glykosidische 
Zuckerdomäne, die der Transmembrandomäne im extrazellulären Bereich folgt. 
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Es wird angenommen, dass aufgrund der umfangreichen Glykosilierung in diesem 
Bereich (Davis et al., 1986, Iijima et al., 1998) erreicht wird, den Rezeptor fern 
von der Zelloberfläche zu halten (Jentoft, 1990). 
Jedoch allen Rezeptoren ist eine Transmembrandomäne gemein. Zudem besitzen 
außer LRP5 und LRP6 alle Rezeptoren einen zytoplasmatischer Teil, der 
mindestens ein NPxY-Motiv enthält, das zur Sammlung der Rezeptoren an 
clathrinbedeckten, zellulären Einsenkungen (coated pits) vonnöten ist (Chen et al., 
1990, Bansal und Gierasch, 1991). LRP5 und LRP6 besitzen YXXL-Motive, so 
dass auch sie in clathrinbedeckten, zellulären Einsenkungen gesammelt und dann 
internalisiert werden können (Brown et al., 1998). Doch der zytoplasmatische Teil 
hat weitere Aufgaben. VLDL R und Apo E R II spielen eine essentielle Rolle in 
der Signalweiterleitung im sich entwickelnden Gehirn (Trommsdorff et al., 1999). 
Für die Signalübertragung muss das zytosolischen Adaptorprotein mammalian 
disabled-1 (mDab) am zytoplasmatischen Teil der Rezeptoren binden. MDab 
besitzt eine Phosphotyrosin bindende (PTB) Domäne, die am Tyrosin im NPxY-
Motiv bindet. Megalin besitzt in seinem zytoplasmatischen Teil 
Erkennungsstellen für die Proteinkinase C, Caseinkinase II und eine 
cAMP/cGMP-abhängige Kinase (Hjälm et al., 1996). 
1.2.  Die Vertreter der LDL Rezeptor Gen Familie bei Säugetieren 
Um die vielförmigen physiologischen Aufgaben der unterschiedlichen Mitglieder 
der LDL R Gen Familie verstehen zu können und so einen Einblick zu erhalten, in 
wie vielen Bereichen die Rezeptoren Einfluss nehmen, gebe ich hier eine kurze 
Übersicht über alle Vertreter der LDL R Gen Familie. Auf Megalin, den Rezeptor 
meines Interesses, werde ich ausführlich eingehen. 
1.2.1. LDL R 
LDL R ist ein Protein mit einem Molekulargewicht von 160 kDa (Südhof et al., 
1985 a und b). Der Rezeptor wird hauptsächlich in der Leber produziert, ferner in 
erheblichen Mengen in den Nebennieren. LDL R findet man außerdem im Gehirn, 
im Herzen, Darm, Niere, in den Muskeln, in der Gebärmutter, in den Ovarien, im 
Pankreas, in den Hoden und in der Lunge (Jokinen et al., 1994, Kim et al., 1996, 
Webb et al., 1994).  
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Der LDL R bindet Apolipoproteine B (ApoB) und ApoE (Goldstein et al., 1985). 
Die zelluläre Aufnahme von LDL Partikeln durch den LDL R reguliert die Menge 
an zirkulierendem Cholesterin (Brown and Goldstein, 1986). 
LDL R Knockout Mäuse (Ishibashi et al., 1993) sind lebensfähig und fertil. In 
ihrem Blut findet sich eine erhöhte Menge an Gesamtcholesterin, das auf 
gesteigerte IDL-(intermediate density lipoprotein) und LDL-(low density 
lipoprotein) Werte zurückzuführen ist. 
Defekte des LDL R verursachen die familiäre Hypercholesterinämie (FH), die 
sich durch eine reduzierte Lipoproteinaufnahme auszeichnet. Ein defekter LDL R 
kann mehrere Ursachen haben. Mutationen im Bereich der 
Ligandenbindungsdomänen können zu Defekten in der Kalziumbindung, der 
Disulfidbindungen führen oder das Gesamtgerüst aus Wasserstoffbrücken kann 
gestört sein. Als Folge kommt es zu keiner Bindung  von LDL Partikeln 
(Blacklow et al., 1996, Fass et al., 1997). Auch Mutationen im zytoplasmatische 
Teil des LDL R führen zu FH (Brown und Goldstein 1986).  Eine Splice-Variante 
des LDL R, der die O-glykosidische Zuckerdomäne fehlt, führt zu einer milden 
Form der FH (Kajinami et al., 1988, Koivisto et al., 1993).  
1.2.2.  VLDL R 
Der VLDL R ist mit nur einer CR-Domäne mehr dem LDL R in der Struktur zwar 
sehr ähnlich (Oka et al., 1994, Sakai et al., 1994), doch wird der VLDL R anders 
als der LDL R nicht in der Leber (Nakamura et al., 1998) vorgefunden. Seine 
Hauptexpression findet im Herzen, im Muskel, im Fettgewebe und in den Ovarien 
statt. Etwas geringere Mengen findet man im Gehirn und in den Hoden. Auch in 
der Niere, in den Nebennieren, in der Lunge, Gebärmutter, Bauchspeicheldrüse 
und Milz wird VLDL R gefunden, allerdings mit niedriger Expression. Es sind 
einige natürliche Varianten des Rezeptors beschrieben worden, unter anderem 
solche, denen entweder die dritte CR-Domäne fehlt (Martensen et al., 1997) oder 
die über keine O-glykosidische Zuckerdomäne verfügen (Christie et al., 1996). 
Der VLDL R bindet Lipoproteine, die Apo E enthalten und sichert so den Bedarf 
bestimmter Gewebe wie Herz und Muskeln an Fettsäuren (Sakai et al., 1994, 
Takahashi et al., 1992, Webb et al., 1994). 
 11
Die VLDL R Knockout Maus (Frykman et al., 1995) ist überlebensfähig und 
fertil. Mutationen im VLDL R-Homolog beim Huhn hingegen ergeben weibliche 
Sterilität und Artherosklerose (Bujo et al., 1995). 
Mit Apo E R II als Co-Rezeptor spielt der VLDL R bei der Lenkung von 
neugebildeten postmitotischen Neuronen, die von ihrer Geburtstätte in der 
ventrikulären Zone entlang von Leitfasern zu ihrem Bestimmungsort wandern, 
eine Rolle (Abb. 1.2.).  
 
Abb. 1.2. Die Rolle von Apo E R II und VLDL R bei der Wanderung von 
Neuronen 
Ein Schnitt durch den Cortexbereich des Gehirns ist schematisch gezeigt. Eine 
Gliazelle ist in der ventrikulären Zone verankert und schickt ihre Nervenfasern 
bis an die Gehirnoberfläche. Postmitotische Neuronen wandern nach ihrer 
Entstehung in der ventrikulären Zone entlang dieser Fasern zur Oberfläche, wo 
sie auf das von Cajal-Retzius Neuronen produzierte Reelin treffen. Die Neuronen 
lösen sich von den leitenden Fasern und bewegen sich in der Horizontalen in ihre 
Endpositionen. 
Abbildung (verändert) nach Trommsdorf et al., 1999. 
Reelin, ein Signalpeptid, das von den Cajal-Retzius Neuronen produziert wird, 
lenkt die Neuronen wie eine Art Wegweiser, bis eine korrekte Schichtung der 
unterschiedlichen Zellarten erreicht ist. Reelin bindet direkt an VLDL R und Apo 
E R II, was eine Tyrosin - Phosphorilierung des Adaptermoleküls Dab1 zur Folge 
hat, das am NPxY-Motiv des zytoplasmatischen Anhanges von VLDLR oder Apo 
E R II bindet (Hiesberger et al., 1999). In der VLDL R / Apo ER II Doppel-
Knockout Maus kommt es zu keiner zielgerichteten Wanderung der Neuronen, die 
cortikale Schichtung ist verkehrt und es ist im verkleinerten Cerebellum kaum 
eine Furchung erkennbar. Dieser Phänotyp entspricht dem der sogenannten 
Reeler-Maus, die nicht in der Lage ist, das Signalpeptid Reelin selbst zu bilden. In 
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Mäusen, die nur VLDL R defizient sind, berühren die Fehlbildungen 
hauptsächlich das Cerebellum   (Trommsdorf et al., 1999). 
1.2.3.  Apo E R II 
Apo E R II ähnelt dem LDL R, wobei nur humanes Apo E R II sieben CR-
Domänen (Kim et al, 1996) hat, beim Huhn und der Maus finden sich acht CR-
Domänen (Novak et al., 1996). Sie stellen unterschiedliche Splice-Varianten des 
gleichen Gens dar (Brandes et al., 1997, 2001, Kim et al., 1997, Korschineck et 
al., 2001). Exprimiert wird Apo E R II vor allem im Gehirn, ferner im 
Nebenhoden, in den Eierstöcken und in menschlichen Blutkörpern (Kim et al., 
1996, 1997, Riddell et al., 1999, Stockinger et al., 2000). Die männliche Apo E R 
II Knockout Maus ist nur eingeschränkt zeugungsfähig (Trommsdorff et al., 
1999), beide Geschlechter haben eine leichte Veränderung in der Entwicklung des 
Cortexbereiches im Gehirn. Wie schon bei der Besprechung des VLDL R 
angedeutet, ist auch Apo E R II ein Rezeptor für Reelin. Deutlich ausgeprägt bei 
der Apo E R II/VLDL R Doppelknockout Maus sind die schweren Anomalien in 
der Schichtung des Großhirns und ein fast rudimentäres Cerebellum. Apo E R II 
bindet außer Reelin noch Apo E,VLDL und β-VLDL-Partikel ((Kim et al., 1996, 
Novak et al., 1996, Brown and Goldstein, 1986, Herz et al., 1991). Der 
zytoplasmatische Teil von Apo E R II bindet die c-jun aminoterminale Kinase 
(JNK) interagierenden Proteine 1 und 2 (JIP-1 und JIP-2). Diese Proteine binden 
im Übrigen nicht an den intrazellulären Teil des VLDL R (Stockinger et al., 
2000), was die etwas unterschiedlichen Phänotypen der beiden Einzelknockout 
Mäuse von Apo E R II und VLDL R erklären könnte.  
1.2.4.  MEGF 7 
MEGF7 ist das jüngste Mitglied der LDL R Gen Familie und noch relativ 
unerforscht. Es wurde bei einer Suche nach Proteinen im humanen Gehirn 
gefunden, die ein hohes Molekulargewicht und zahlreiche EGF-artige Einheiten 
besitzen (Nakayama et al., 1998). MEGF7 besitzt eine Gruppe von 7 CR-
Domänen. Seine Zugehörigkeit zur Familie verdankt MEGF7 der partiell hohen 
Ähnlichkeit seiner EGF-artigen Einheiten mit denen von LRP und Megalin.  
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1.2.5.  LRP 
LRP ist mit einem Molekulargewicht von zirka 600 kDa ein ungewöhnlich großes 
Protein (Van Leuven et al., 1994). Das gereifte Protein ist glykosiliert und Furin 
spaltet es in zwei Ketten (Herz et al., 1990, Willnow et al., 1996b). LRP setzt sich 
dann aus einer aminoterminalen, 515 kDa α-Kette und einer carboxyterminalen, 
85 kDa β-Kette zusammen, die in einer nicht-kovalenten Art miteinander 
verbunden sind (Springer et al., 1998). LRP verfügt nicht über eine O-
glykosidische Zuckerdomäne. LRP wird in sehr vielen Organen vorgefunden 
(Darm, Niere, Nebenniere, Gebärmutter, Eierstöcke, Hoden, Milz und 
Thymusdrüse), mit höchster Expression allerdings in Leber, Herz und Lunge 
(Herz et al., 1988). Anders als LDL R wird LRP nur von bestimmten Zelltypen 
exprimiert, so in Fibroblasten, den Hepatozyten und Kupffer Zellen der Leber, 
den Hofbauer Zellen der Placenta, den Asterozyten und Neuronen im Cerebellum, 
sowie in glatten Muskelzellen (Moesrup et al., 1992). LRP Knockout Mäuse sind 
embryonal letal, homozygote Tiere sterben etwa am Tag 13, 5 p.c. (Herz et al., 
1992). An gewebsspezifischen LRP Knockout Mäusen (Rohlmann et al., 1996) 
wurde untersucht, welche Auswirkungen ein Fehlen des Rezeptor im 
ausgewählten Organ bewirkt. So konnte gezeigt werden, dass sich in der 
Zirkulation von Mäusen, die in der Leber kein LRP ausbildeten, Cholesterin-
reiche Restlipoproteine ansammelten (Rohlmann et al., 1998). Neben dieser 
Funktion, die sich LRP mit LDL R teilt, bindet LRP zahlreiche weitere Liganden, 
wie z. B. Apo E-haltige Lipoproteine und α2-Macroglobulin/Proteinase-
Komplexe, Matrixproteine, viele Proteasen und Proteasen/Inhibitor-Komplexe, 
sowie Pseudomonas Endotoxin A (Überblicke von Gliemann, 1998 und Neels et 
al., 1998). 
1.2.6.  LRP1B 
LRP1B besitzt mit 32 CR-Einheiten eine mehr als LRP (Liu et al., 2000b). Die 
mRNA von LRP1B wurde in der Niere, im Gehirn, in der Lunge, Herz, Blase, 
Leber, im Skelettmuskel, in den Speicheldrüsen und der Schilddrüse 
nachgewiesen (Liu et al., 2001, Liu et al., 2000a). Für LRP1B wird angenommen, 
dass es in der Zellproliferation/Metastasenbildung eine Rolle spielt und als 
 14
Tumorsuppressor fungiert (Liu et al., 2000b). Das Gen für LRP1B ist in der Hälfte 
aller bekannten „non-small-cell“ Lungenkrebs Zelllinien verändert (Liu et al., 
2000a). 
1.2.7. LRP 5 und LRP 6 
LRP5 und LRP6 sind jeweils zirka 180 kDa groß (Hey et al., 1998), beide 
Rezeptoren vermissen eine O-glykosidische Zuckerdomäne. Sie besitzen statt den 
klassischen NPxY-Motiven YXXL-Motive im zytoplasmatischen Teil für die 
Internalisierung durch clathrinbedeckte, zelluläre Einsenkungen (coated pits) 
(Brown et al., 1998). Es wird immer noch diskutiert, ob  LRP5 und LRP6 
Mitglieder der LDL R Gen Familie sind, da neben den Ähnlichkeiten erhebliche 
Unterschiede im Aufbau bestehen (Howell and Herz, 2001). Exprimiert werden 
LRP5 und LRP6 in zahlreinen Geweben, die gemeinsamen sind Leber, Lunge, 
Prostata und Hoden, Gebärmutter, Herze, Bauchspeicheldrüse, Skelettmuskel und 
Nieren (Hey et al., 1998, Dong et al., 1998, Brown et al., 1998).  
1.2.8.  Megalin 
Im Nachfolgenden soll Megalin, der Rezeptor meines Interesses vorgestellt 
werden. Ich werde etwas ausführlicher auch auf Proteine eingehen, die in enger 
funktioneller Beziehung zu Megalin stehen.  
Der Rezeptor ist der größte bisher beschriebene Vertreter der LDL R Gen Familie. 
Im Gegensatz zu LRP besitzt Megalin keine Furin-Schnittstelle, das Protein liegt 
als eine Polypeptidkette vor (Hjälm et al., 1996, Saito et al., 1994). Eine lösliche 
Form des Rezeptors, die in Zellkulturüberständen von Epithelzellen und im 
humanen Urin nachgewiesen wurde, könnte das Resultat eines alternativen 
Splicings sein (Moestrup et al., 1994). Der Hauptexpressionsort von Megalin im 
adulten Säugetier sind die proximalen Tubuli der Niere (Kounnas et al., 1992). 
Mit geringerer Intensität ist Megalin in Typ II Pneumozyten in der Lunge, sowie 
im weiblichen und im männlichen Genitaltrakt exprimiert. Beim Weibchen findet 
man Megalin in den Epithelzellen des Uterus, Ovidukts, Vas Deferens, der Ducti 
Efferentes und beim Männchen in den Initialzellen der Nebenhoden. (Saito et al., 
1994, Zheng et al., 1994, Kounas et al., 1994, Hermo et al., 1999). Die Megalin  
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Knockout Maus (Willnow et al., 1996a) stirbt im Allgemeinen kurze Zeit nach der 
Geburt, nur wenige Tiere überleben. Die Megalin Defizienz äußert sich in 
Abnormalitäten der Epithelien, die normalerweise Megalin exprimieren. Die Tiere 
sterben wahrscheinlich an Lungeninsuffizienz und Vorderhirndefekten. In der 
Niere spielt der Rezeptor bei der Rückgewinnung von für den Körper essentiellen 
Substanzen aus dem Primärharn eine entscheidende Rolle. So konnte an den 
überlebenden Tieren gezeigt werden, dass Megalin für die Resorption von 25-
hydroxy-Vitamin D3 im Komplex mit dem Vitamin D bindenden Protein (DBP) 
im proximalen Tubulus der Niere verantwortlich ist (Nykjaer et al. 1999). Die 
schweren Mineralisierungsstörungen (Rachitis) der Knochen bei für Megalin 
homozygot defizienten Tieren decken sich mit diesem Befund, da 25-hydoxy-
Vitamin D3 ein für die Kalzifikation der Knochen essentielles Steroidhormon ist. 
Auch das Retinoid Vitamin A im Komplex mit dem Retinol bindenden Protein 
(RBP) wird durch Megalin im proximalen Tubulus aus dem Primärharn wieder 
aufgenommen. Megalin Knockout Mäuse sind in der Regel blind oder haben 
erheblich kleinere Augen im Vergleich zu Kontrolltieren, was ebenfalls auf eine 
Retinol Defizienz hindeutet (Christensen et al., 1999a und b). Aber Megalin ist 
außer durch Vitamin D3 noch auf einer weiteren Ebene in den 
Kalziumstoffwechsel eingebunden. Sowohl in der Nebenschilddrüse, als auch in 
der Niere wird Megalin von den gleichen Zellen, die auch den Rezeptor für das 
Parathyroidhormon (PTH) exprimieren, produziert. Megalin bindet PTH, nimmt 
es im Anschluss in die Zelle auf und verhindert so, dass PTH an den PTH - 
Rezeptor bindet und es zu einer transmembralen Signalübertragung kommt 
(Hilpert et al., 1999). PTH hat viele Zielgewebe und mobilisiert Kalzium. Es 
erhöht die tubuläre Rückaufnahme von Kalzium in der Leber und regt die 
Hydroxylierung von 25-hydroxy-Vitamin D3 zu  1,25-dihydroxy-Vitamin D3 in 
der Niere an. Diese wiederum erhöht die Kalziumaufnahme aus der Nahrung im 
Darm. Auch Vitamin B12 wird im proximalen Tubulus der Niere von Megalin aus 
dem Primärharn rückresorbiert. Das Vitamin ist in diesem Milieu mit 
Transcobalamin komplexiert (Moestrup et al., 1996). Im Gehirn wird der 
Rezeptor während der Embryogenese vorgefunden. Dort kommt es ohne Megalin 
zu einer unvollständigen Entwicklung des Neuroepithels, die sich in einer Fusion  
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der Vorderhirnhemisphären (Holoprosenzephalie) und einem Fehlen des 
Geruchszentrums (olfaktorisches Organ) und des Corpus Callosum 
wiederspiegelt. Das ventrikuläre System ist fusioniert. Die Holoprosenzephalie 
legt die Vermutung nahe, dass Megalin eine direkte oder indirekte Rolle in der 
Embryogenese spielt (Willnow et al., 1996a). Die Störungen in der 
Gehirnentwickung deuten darauf hin, dass einer der wichtigsten Regulatoren 
dieser Mechanismen namens Sonic Hedgehog (SHH) nicht aktiviert werden kann 
(Herz et al., 1997). Megalin Defizienz im Neuroepithelium führt bei der Megalin 
Knockout Maus zu einem ähnlichen Phänotyp wie bei Mäusen oder Menschen, 
denen SHH selbst fehlt (Roessler et al., 1996, Chiang et al., 1996). 
Das Eisen-bindende Glykoprotein Laktoferrin wurde als ein weiterer Ligand für 
Megalin beschrieben (Willnow et al., 1992), es bindet an die gleichen CR-
Domänen des Rezeptors wie Aprotinin, Lipoprotein Lipase oder Apo E/βVLDL-
Partikel (Orlando et al., 1997). Laktoferrin ist ein 78 kDa großes Protein mit 
multifunktionellen Eigenschaften (Aisen et al., 1980). Produziert wird es vom 
Drüsenepithel der weiblichen Brust (Masson et al., 1966b) und ist in hohen 
Konzentrationen in der Milch der meisten Säuger zu finden (Hennart et al., 1991, 
Masson et al., 1971, Groves, 1960), sowie in niedrigeren Dosierungen in nasalen, 
intestinalen und genitalen Sekreten (Yu et al., 1993, Pentecost et al., 1987, 
Masson et al., 1966b). Auch in der uterinen, luminalen Flüssigeit (ULF) ist 
Laktoferrin nachweisbar und wird durch Östradiol induziert (Pentecost et al., 
1987, Jefferson et al., 2000). Eine physiologische Bedeutung wurde der 
Interaktion zwischen Megalin und Laktoferrin bisher nicht zugewiesen (Stand Juli 
2002).  
Ein Protein, dass zu allen Rezeptoren der LDL R Gen Familie bindet, also auch zu 
Megalin, ist das Rezeptor assoziierte Protein (RAP), ein 39 kDa großes Protein. 
Es ist ein intrazelluläres Chaperone, das in dieser Funktion für eine korrekte 
Faltung der Rezeptoren Sorge trägt und vorzeitige Bindung an Liganden 
unterbindet (zusammengefasst von Willnow, 1998). Diese Eigenschaft wird im 
Versuch genutzt, um RAP als Antagonisten einzusetzen und so Bindung von 
Liganden zu verhindern. Einhergehend mit seiner Funktion als Chaperone wird 
RAP normalerweise zu 70 % im Endoplasmatischen Reticulum (ER), zu 24 % im  
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frühen Golgi Apparat und zu sehr geringen Anteilen auf der Zelloberfläche 
gefunden (Bu et al., 1994, Orlando et al., 1992). Die RAP Knockout Maus bildet 
erstaunlicherweise keinen schweren Phänotyp aus. Die Menge an gereiftem LRP 
im Gehirn und der Leber von RAP defizienten Tieren ist erniedrigt und die 
Aufnahme von aktiviertem α2-Makroglobulin (α2-M) und Restlipoproteinen in die 
Leber ist reduziert (Willnow et al, 1995). Ferner ist der Transport von Megalin 
und VLDL R im Herz und Niere vom ER zur Zelloberfläche gestört (Willnow et 
al., 1995, 1996c, Birn et al., 2000b).  
Interessanterweise befindet sich unter den beschriebenen Proteinen, die an 
Megalin binden, ein anderer großer Endozytoserezeptor namens Cubilin 
(Moestrup et al., 1998). Cubilin selbst hat ein Molekulargewicht von 460 kDa und 
seine Struktur ist ungewöhnlich (Abb.1.3.). Der Rezeptor besitzt 27 CUB 
(complement subcomponents C1r/C1s, Uegf, and bone morphogenic protein 1)-
Domänen. Eine CUB-Domäne besteht charakteristischer Weise aus zwei Lagen 
von je fünf antiparallelen β-Faltblättern, die durch β-Biegungen miteinander 
verbunden sind. Die β-Biegungen zeigen nach außen, wo sie für eine Interaktion 
mit potentiellen Liganden leicht zugänglich sind (Romero et al., 1997). Am 
ungewöhnlichsten an Cubilin ist, dass es keine Transmembrandomäne besitzt, die 
für die Funktion als Endozytoserezeptor obligat wäre (Le Panse et al., 1997a und 
b, Birn et al., 1997 und 2000a). Stattdessen hat Cubilin eine kurze Sequenz von 
zirka 100 Aminosäuren, inklusive einem freien Cysteinrest und einer 
amphipatischen α-Helix, die den Rezeptor lose an die Plasmamembran binden 
(Kozyraki et al., 1998, Kristiansen et al., 1999). Cubilin wird in den Zellen des 
proximalen Tubulus der Niere und des absorbierenden Dünndarmepithels, sowie 
in der Lunge exprimiert. Während der  Embryogenese wird es im visceralen 
Dottersack gefunden (Birn et al., 1997, Levine et al., 1984, Sahali et al., 1988, 
Seetharam et al., 1988, ). Die vorher nie beschriebene Ansammelung von 27 
CUB-Domänen lässt den Rezeptor dafür entworfen erscheinen, mit einer großen 
Anzahl verschiedener Liganden interagieren zu können. Unter diesen Liganden 
befindet sich neben Albumin (Birn et al., 2000a), DBP (Nykjaer et al., 2001) und 
high density lipoprotein (HDL)-Partikel (Hammad et al., 1999, 2000) im Übrigen 
auch RAP (Birn et al, 1997, Kozyraki et al., 1998). 
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Abb. 1.3. Cubilin 
Cubilin besitzt 8 EGF-artige Wiederholungen und 27 CUB-Domänen. Die 
aminoterminale, amphipatische α-Helix erlaubt dem Rezeptor eine lediglich 
lockere Verbindung zur Plasmamembran. 
Die bisher am bestuntersuchte Funktion von Cubilin ist die Aufnahme von 
Vitamin B12 im Komplex mit intrinsic factor (IF), einem seiner 
Transportmoleküle, im Darm (Seetharam et al., 1997, Moestrup et al., 1998).  
Das im Magen produzierte IF bindet an Vitamin B12. Cubilin wiederum bindet im 
Darm den Komplex, indem es das Transportmolekül IF erkennt. Der entstandene 
Komplex aus IF/Vitamin B12 und Cubilin wird möglicherweise von Megalin bei 
der Endozytose unterstützt. Es gibt zwei bekannte Mutation im Gen für Cubilin, 
die zu einer gestörten Vitamin B12 Aufnahme führen. Die Krankheit wird 
Imerslund Gräsbeck-Syndrom genannt und äußert sich in einer autosomal 
rezessiven, megaloblastischen Anämie (MGA) (Kozyraki et al., 1998, Aminoff et 
al., 1999). In der häufigsten Variante, der finnische Mutation 1 (FM1), ist das 
Bindungsvermögen der gesamten CUB-Domäne 8 beeinträchtigt, so dass die 
Affinität zu IF / Vitamin B12 deutlich reduziert ist (Kristiansen et al., 2000). Die 
FM2 ist eine Punktmutation in der CUB-Domäne 6, die zu einer Splicevariante 
führt. Aufgrund der FM2 wird aller Wahrscheinlichkeit nach eine verkürzte Form 
des Rezeptors produziert (Kozyraki et al., 1998). Es sind ferner Riesenschnauzer 
einer Inzuchtlinie beschrieben worden, die ebenfalls nicht in Lage sind, 
funktionierendes Cubilin zu exprimieren. Allerdings ist bei diesen Hunden keine 
Mutation im Gen für Cubilin auszumachen. Daher wird angenommen, dass ein 
zusätzliches Genprodukt notwendig ist, um die Expression und Funktion von 
Cubilin zu gewährleisten (Xu et al., 1999).  
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Doch zurück zu den Liganden von Megalin, die als Transportproteine fungieren, 
also für die Beförderung lipophiler Stoffe in hydrophiler Umgebung sorgen, wie 
DBP, ohne das Vitamin D nicht in Blut oder Urin mobil wäre.  
Wie bereits erwähnt wurde von allen LDL R Gen Familienmitgliedern 
anfänglichst angenommen, sie wären für die Bindung und Aufnahme von 
Lipoproteinen verantwortlich, da dies für den LDL R zutrifft. Nun werden immer 
öfter lipophile Substanzen beschrieben, die durch Megalin in ihre Zellen 
gelangen, dies allerdings nicht, indem sie in Lipoproteinen transportiert werden.  
Daher wurde ein neues Modell entwickelt, das erklären soll, auf welchem Wege 
diese Stoffe, wie z.B. Vitamin D und Vitamin A, in die Zielzellen gelangen: 
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 Bindung   Endozytose     lysosomaler Abbau           Zellmetabolismus 
                                      des Carriers/Apoproteins  
Lipoproteine 
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Abb. 1.4. Endozytose von Lipoproteinen und Liganden / Carrier Komplexen 
A LDL R und LRP nehmen durch Endozytose Lipoproteine in deren Zielzellen auf. 
Lipoproteine haben einem hydrophoben Kern, in dem z. B. Cholesterol transportiert 
wird und eine hydrophile Hülle. In dieser Hülle sind die Apolipoproteine, über die das  
Lipoprotein von Rezeptor gebunden wird. Der Komplex Lipoprotein/Rezeptor wird in 
die Zelle aufgenommen und in Endosomen wird der Ligand vom Rezeptor getrennt. 
Der Rezeptor wird zurück an die Zelloberfläche gebracht, die Apolipoproteine werden 
in Lysosomen abgebaut und die Fette und Cholesterol stehen zur Verfügung. 
 
B Im Falle von Vitamin D und Retinol wird ein Aufnahmemechanismus analog zur 
Endozytose von Lipoproteinen vermutet. Ein Rezeptor wie Megalin erkennt  das 
Transportmolekül im Komplex aus Transportmolekül und Ligand. Der Komplex, 
gebunden an Megalin, wird in die Zelle aufgenommen und nach der Dissoziation vom 
Rezeptor und Degradation des Transportmoleküls kann der Ligand weiterverwendet 
werden. 
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Die Endozytose von Lipoproteinpartikeln durch LDL R und LRP ist gut erforscht 
und beschrieben. Die Rezeptoren nehmen Lipoproteine in Zellen des Zielgewebes 
durch Endozytose auf. Lipoproteine bestehen aus einem hydrophoben Inneren, in 
dem z. B. Cholesterol und Triglyzeride transportiert werden und einer hydrophilen 
Hülle. In der Umhüllung befindet sich Apolipoproteine. Diese geben nach Außen 
zu erkennen, was sich im Inneren des Lipoproteins befindet, denn die Apoproteine 
sind spezifisch für die im Lipoprotein transportierten Lipide. Über die 
Apoproteine wird das  Lipoprotein von LDL R oder LRP gebunden. Durch 
Endozytose wird der Komplex aus Lipoprotein und Rezeptor in die Zelle 
aufgenommen. In Endosomen wird dann der Ligand vom Rezeptor getrennt. 
Während der Rezeptor zurück an die Zelloberfläche gebracht wird, werden die 
Apolipoproteine in Lysosomen abgebaut und die Fette und Cholesterol stehen zur 
Verfügung (Abb.1.4.).  
Doch nicht alle Lipide werden in Lipoproteinen transportiert. Steroide und 
Retinoide z. B. bewegen sich im Komplex mit spezifischen Transportproteinen, 
sogenannten Carriern. Wir postulieren einen analogen Aufnahmemechanismus für 
Steroidhormone, die durch Endozytoserezeptoren in ihre Zielzellen aufgenommen 
werden. Ein Rezeptor wie Megalin erkennt das Transportmolekül im Komplex 
aus Transportmolekül und Liganden. Der Komplex, gebunden an Megalin wird in 
die Zelle aufgenommen und nach der Dissoziation vom Rezeptor und Degradation 
des Carriers kann der Ligand weiterverwendet werden. 
Wegweisende Ergebnisse brachten die Arbeiten von Nykjaer und Kollegen, bzw. 
Christensen und Kollegen, in denen sie bewiesen, dass Megalin für die Aufnahme 
von Vitamin D und Vitamin A, also Retinol in Zellen des proximalen Tubulus der 
Niere verantwortlich ist. Die Arbeiten beweisen, dass Megalin diese Vitamine 
nicht selbst, sondern ihre Transportproteine bindet (Nykjaer et al., 1999, 
Christensen et al., 1999a).  
Bisher wurden Transportproteine zwei Funktionen zugesprochen: Erstens, den 
Transport von hydrophoben Stoffen in hydrophilem Milieu und zweitens, die 
Inaktivierung dieser Stoffe durch Bindung zu ihm. Mit der Suche nach weiteren 
Transportmolekülen, die durch Megalin in Zellen des Zielgewebes aufgenommen 
werden, versuche ich die These zu untermauern, dass Transportmolekülen eine  
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weitere wichtige Aufgabe zufällt, indem sie bei der gewebsspezifischen 
Aufnahme von lipophilen Stoffen in Zielzellen unabdingbar sind. 
Bislang wurde die Aufnahme von Hormonen und anderen lipophilen Substanzen 
in Gewebe stets durch die sogenannte „Freie Hormon Hypothese“ erklärt. Diese 
geht davon aus, dass die lipophilen Hormone, gelöst von ihren 
Transportmolekülen, via freier Diffusion durch die Zellmembran in Gewebe 
aufgenommen werden. Der neuen Erklärung des Aufnahmemechanismus der 
Steroidaufnahme würde eine weitere Konsequenz folgen. Wenn durch 
Endozytoserezeptoren der Komplex aus Carrier und Ligand in Zellen 
aufgenommen wird, kann die Aufnahme durch die Rezeptorexpression reguliert 
werden.  
Diesem Konzept folgend, muss man Megalin aus einem neuen Blickwinkel 
betrachten und analysieren. Es stellt sich die Frage, in welchen Geweben der 
Rezeptor exprimiert wird, die in Zusammenhang mit Steroidhormonen, lipophilen 
Vitaminen, etc. stehen.  
Die Niere als Hauptexpressionsort von Megalin ist selbst nicht steroidabhängig, 
doch die oben zitierten Arbeiten haben gezeigt, dass Megalin für die Aufnahme 
von Vitamin D/DBP und Vitamin A/RBP in Zellen des proximalen Tubulus der 
Niere verantwortlich ist (Nykjaer et al., 1999, Christensen et al., 1999). Eine 
Reihe von lebenswichtigen Substanzen werden hier aus dem Primärharn 
resorbiert, sowohl wasserunlösliche, als auch wasserlösliche, wie z.B. Vitamin B12 
(Moestrup et al., 1996). Da Megalin hier im adulten Organismus hauptsächlich 
exprimiert wird, wäre die Niere erste Wahl bei der Suche nach weiteren Liganden. 
Megalin wird sowohl in Uterus als auch Testis exprimiert, beides stark 
hormonabhängige Organe. Wenn Megalin also die zelluläre Aufnahme weiterer 
Steroide vermittelt, sollten Defizite in der Geschlechtsentwicklung bei Megalin 
defizienten Mäusen auszumachen sein. In Frage kämen eine ganze Reihe von 
Steroidhormonen, wie z. B. Testosteron, Östradiol, Progesteron, die eigene 
Plasmacarrier besitzen und betroffen sein könnten. Auch die Lunge ist ein 
lohnenswertes Organ für die Suche nach Liganden für Megalin, da Megalin 
defiziente Mäuse wahrscheinlich an Lungeninsuffizienz sterben. Die Lunge ist 
pränatal von Steroiden abhängig für eine korrekte Entwicklung (Le Souef, 2001).  
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Die Anzahl an Geweben, die von einer Megalin vermittelten Ligandenaufnahme 
direkt abhängig sind, ist sicher nicht klein aber begrenzt. Schwieriger ist die 
Identifizierung von Transportmolekülen, da z.B. Steroide eine Vielzahl 
verschiedener Transportproteine binden. Neben der Analyse Megalin 
exprimierender Gewebe soll daher eine zweite experimentelle Strategie verfolgt 
werden. Die Suche nach weiteren Transportproteinen, die notwendig für die 
Aufnahme lipophiler Stoffe durch Megalin sind, würde Hinweise bringen, wie 
diese Lipide das Zielgewebe versorgen können. 
1.3.  Lipocaline 
Wie bereits vorgestellt wird das  Retinoid Vitamin A im Komplex mit dem 
Retinol bindenden Protein (RBP) von Megalin in die Zellen proximalen Tubulus 
aus dem Primärharn aufgenommen (Christensen et al., 1999a und b). RBP gehört 
zu einer sehr umfangreichen und in ihrer Form höchst diversen Gruppe von 
Proteinen, den Lipocalinen. Diese Proteinfamilie ist durch einige ihrer 
Eigenschaften ideal geeignet für eine Suche nach potentiellen Liganden für 
Megalin. Ferner sind bereits zwei Vertreter der Lipocaline beschrieben, Megalin 
zu binden. 
Man findet Lipocaline bei Vertebraten und Evertebraten, bei Pflanzen und 
Bakterien. Sie sind klein (in der Regel 160-180 Aminosäuren lang), liegen meist 
extrazellulär vor und sind in der Lage, kleine, grundsätzlich hydohobe Moleküle 
zu binden (Flower et al., 2000). 
Zu den Lipocalinen gehören außer RBP auch β-Laktoglobulin, α1-Mikroglobulin 
(α1-M), das Mouse-major-urinary-protein (MUP), das Bilin-bindende Protein 
(BBP), neutrophiles Gelatinase-assoziiertes Lipocalin (NGAL), Apolipoprotein D 
(Apo D) und das Odorant-bindende Protein (OBP), welches im Übrigen auch ein 
Ligand Megalins ist (Cowan et al., 1990, Kanai et al., 1968, Ekström et al., 1975, 
Drayna et al., 1987, Kjeldsen et al., 1993, Huber et al., 1987). Die Namen geben 
bereits Auskunft über die Liganden, die von diesen Proteinen gebunden werden 
können. In ihrer Sequenz sind Lipocaline erstaunlich unterschiedlich. Obwohl sie 
viele gemeinsame Charakteristika und Funktionen besitzen (s.o.), liegt im 
paarweisen Vergleich die Homologie mancher Proteine bei nur 20 % (Flower et  
 23
al., 2000). Eine verbindende Gemeinsamkeit (Flower et al., 1993) ist, dass alle 
Vertreter ein bis meist drei hoch konservierte, kurze Sequenzmotive besitzen 
(Abb. 1.5. SCR 1-3). Diese Sequenzmotive definieren neben der Funktion der 
Proteine die Familienzugehörigkeit der Lipocaline. 
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Abb. 1.5. Die Struktur der Lipocalinfaltung 
Eine schematische Darstellung der Faltung von Lipocalinen. Die an ein Fass 
erinnernde Grundbauweise eines Lipocalins ist hier aufgeklappt abgebildet. Die neun 
β-Stränge des antiparallelen β-Faltblattes sind als Pfeile dargestellt und mit A-I 
benannt. Auch die carboxyterminale α-Helix A1 und die aminoterminale 310-artige 
Helix sind eingezeichnet. Die verbindenden Schleifen sind mit durchgängigen Linien 
(L1-L7) gekennzeichnet. Die gestrichelten Linien hingegen deuten 
Wasserstoffbrücken an, welche jeweils zwei β-Stränge miteinander verbinden. Das 
Lipocalin-Fass hat an einem Ende vier Schleifen (L1, L3, L5, L7), welche die 
Öffnung zur Ligandenbindungsdomäne umranden. Am anderen Ende liegen drei 
Schleifen (L2, L4, L6). Das aminoterminale Ende mit der 310-artigen Helix liegt wie 
der Boden eines Fasses davor. Die drei in Sequenz und Struktur hochkonservierten 
Regionen (SCR1-3) sind mit starken Linien umrandet. Abbildung (verändert) nach 
Flower, 1996. 
Die gemeinsame Struktur aller Lipocaline ist eine symmetrische Anordnung von 
einem achtsträngigen β-Faltblatt, das eine Art Fass formt. Das Ende des 
Faltblattes liegt dem Anfang sehr nahe, die β-Stränge sind durch 
Wasserstoffbrücken miteinander verbunden. Dieses β-Faltblatt formt eine innere 
Tasche, in der Liganden gebunden werden und ein äußeres Gerüst aus Schleifen. 
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L2-L7 sind kurze β-Haarnadelschleifen, L1 eine große Ω-Schlinge. Diese kann 
sich wie ein Deckel über die Ligandenbindungsdomäne, deren Zugang auf dieser 
Seite liegt, legen. Zwischen den β-Strängen H und I befindet sich immer eine α-
Helix. Variabel ist allerdings die Länge und die Ausrichtung im Verhältnis zum β-
Faltblatt. Hoch konserviert sind die aminoterminale 310-artige Helix und der ihr 
folgende β-Strang A (SCR 1), dann die β-Stränge F und G mit der verbindenden 
Schleife L6 (SCR2) und der β-Strang H mit der darauf folgenden Sequenz 
(Flower et al., 1993, 1995, 1996). 
Im Folgenden möchte ich auf zwei Lipocaline näher eingehen, die in meiner 
Arbeit eine Rolle spielen werden. 
1.3.1.  Apolipoprotein D (Apo D) 
Die Größe von Apo D liegt zwischen 19 und 32 kDa (Drayna et al., 1986, Balbin 
et al., 1990, Albers et al., 1981), was auf unterschiedlicher Glykosilierung beruht 
(Peitsch et al., 1989, Yang et al., 1994). Apo D wird in den Nebennieren, in der 
Bauchspeicheldrüse, den Nieren, der Gebärmutter, Milz, Lunge, in den 
Eierstöcken, den Hoden, in den Epithelzellen der Prostata, im Gehirn, im 
peripheren Nervensystem (PNS) und der zerebrospinalen Flüssigkeit (CSF) 
produziert (Drayna et al, 1986, Borghini et al., 1995, Aspinall et al., 1995). In der 
Leber und im Dünndarm hingegen, den Hauptexpressionsorten anderer 
Apolipoproteine, findet sich kaum Apo D. Neben der normalen Expression ist 
Apo D Proteinhauptbestandteil in der Zystenflüssigkeit von Frauen mit 
sogenannter Mastopathia cystica fibrosa, bei der die Brust teils große Zysten 
ausbildet (Balbin et al., 1990). Es handelt sich dabei um degenerative oder 
proliferative Umbauprozesse der Brustdrüsen, die sich mit Zunahme des 
Bindegewebes, Umbau des Lappchensystems und Erweiterung der Milchgänge 
bis zur Ausbildung von Zysten äußert. Die intraduktale Epithelproliferation fehlt. 
Apo D wird von den Epithelzellen hergestellt, die diese Zysten umgeben 
(Haagensen et al., 1986). Apo D kann bis über 50 % der Gesamtproteinmenge in 
der Zystenflüssigkeit ausmachen und in 1000fach höherer Konzentration als im 
Plasma vorliegen (Balbin et al., 1990, Sanchez et al, 1992a). Die normale 
Plasmakonzentration liegt bei 12 mg/100ml (Camato et al., 1989). Betroffen von 
dieser Zystenbildung sind 7 % aller Frauen vor der Menopause (Haagensen et al., 
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1981). Auch wenn aus den Zysten selten direkt Tumore hervorgehen, haben 
betroffene Frauen ein zweifach bis vierfach höheres Brustkrebsrisiko. Die 
Proteinzusammensetzung der Zystenflüssigkeit variiert nach Ausbildung des 
Tumors. Apo D wird häufiger in Sekreten höher differenzierter, gutartiger 
Tumoren gefunden (88% der betroffenen Frauen), als in denen undifferenzierter, 
bösartiger Tumore (53% der betroffenen Frauen) (Sanchez et al., 1992 a und b).  
Im PNS wird die Apo D mRNA-Expression um ein bis zu 500faches gesteigert, 
wenn es zu Verletzungen kommt, da es in regenerative Prozesse involviert zu sein 
scheint (Boyles et al., 1990, Spreyer et al., 1990). Diese hohen lokalen 
Konzentrationen werden erreicht, da Apo D von den Fibroblasten des PNS 
produziert wird, und nicht wie andere Apolipoproteine mit dem Blutstrom 
transportiert wird. Im zentralen Nervensystem (ZNS) wird Apo D von 
Oligodendrozyten und Astrozyten produziert. Diese Zelltypen synthetisieren auch 
Progesteron und Pregnenolon (Boyles et al., 1990, Navarro et al., 1998, Patel et 
al., 1995, Hu et al., 1987). Es wird angenommen, dass Apo D in der Innervierung 
und der Verschaltung der Neuronen beteiligt ist (Boyles et al., 1990, Provost et 
al., 1990, Navarro et al., 1998, Patel et al., 1995). Generell wird eine 
Hochregulierung von Apo D in neurodegenerativen Zuständen beobachtet. 
Beispiele wären die Niemann-Pick Erkrankung (Sphingomyelinose), eine 
autosomal rezessive Erbkrankheit, die mit veränderter zellulärer Einlagerung von 
Cholesterin einhergeht (Suresh et al., 1998). Alzheimer-Patienten weisen eine 60-
350 % erhöhte  Menge Apo D in ihren Gehirnen auf, wobei der Hippocampus und 
die CSF besonders betroffen sind (Terrisse et al., 1998). Für Apo D sind sehr viele 
Liganden beschrieben worden. Einige seien im Nachfolgenden kurz genannt. Ob 
Cholesterin ein natürlicher Ligand für Apo D ist, wird diskutiert (Drayna et al., 
1986, Peitsch et al., 1989, Patel et al., 1997). Ganz sicher bindet Apo D diverse 
Steroide, dies mit unterschiedlicher Affinität. Gestagene werden besser gebunden 
als Androgene, diese wiederum besser als Östrogene (Simard et al., 1991). Eine 
Aufgabe von Apo D könnte es sein, Brustgewebe mit Progesteron und/oder 
Pregnenolon, einer Vorstufe des Progesteron, zu versorgen. Östradiol wird nicht 
von Apo D gebunden (Dilley et al., 1990, Lea, 1988). Ein weiterer Ligand für 
Apo D ist Arachidonsäure. Die Affinität ist mit einem Ka von 1,6 x 108 sogar  
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20fach höher als für Progesteron (Morais-Cabral et al., 1995). Arachidonsäure ist 
die Vorstufe für Eicosanoide und Prostaglandine (von Euler, 1988).  
1.3.2.  24p3 / Uterocalin 
24p3/Uterocalin ist das murine Homolog zu einem humanen Lipocalin namens 
„Neutrophile Gelatinase assoziiertes Lipocalin“ (NGAL). 24p3 ist ein zirka 26 
kDa großes Lipocalin, das in vielen Geweben exprimiert wird. Die Expression ist 
allerdings vom Alter der Tiere abhängig (Garay-Rojas et al., 1996). In adulten 
Tieren wird die mRNA in Lunge und Milz, sowie Leber, jedoch nicht in der Niere 
detektiert (Chu et al., 1996, Garay-Rojas et al., 1996 ). 24p3 wird trotz des 
Namens Uterocalin in den Sexualorganen beider Geschlechter, also Vagina, 
Uterus und Nebenhoden gefunden (Huang et al., 1999, Chu et al., 2000).  Obwohl 
die Struktur gut beschrieben wurde, sind bisher nur sehr wenige Liganden von 
24p3 bekannt, darunter Retinolsäure und Retinol (Chu et al., 1997).  Der Name 
Uterocalin bezieht sich darauf, dass 24p3 in uteriner, luminaler Flüssigkeit (ULF) 
gefunden wird (Albers et al., 1961). Es wird in den Epithelzellen des 
Endometriums produziert und in die ULF sekretiert. Östradiol stimuliert in der 
Proliferationsphase des Zyklus die 24p3 Expression, dies kann im Mausmodell 
durch künstliche Östradiol Injektionen simuliert werden (Chu et al., 1996, 2000). 
Auch um den Zeitpunkt der Geburt wird vermehrt 24p3 vorgefunden, es wird 
diskutiert, ob 24p3 dort aufgrund der weitreichenden Umstrukturierung des 
Gewebes zum Einsatz kommt (Liu et al., 1997). Das Protein wird nämlich den 
„Akute Phase Proteinen“ zugerechnet, da es als Antwort auf eine TNF α-
Ausschüttung verstärkt produziert wird (Liu et al., 1995).  Diese Proteine finden 
dort Anwendung, wo Gewebe zerstört wurde oder eine Entzündung droht. Welche 
Rolle 24p3 genau dabei einnimmt, ist immer noch unbekannt (Stand Juli 2002). 
Neben 24p3 werden im Übrigen auch die Lipocaline RBP und α2-M zu den 
„Akute Phase Proteinen" gerechnet. Bei vielen Leukozyten verursachet 24p3 
Apoptsis. Ob eine Zellart auf das Lipocalin mit gewollten Zelltod reagiert, ist 
nach Ansicht der Autoren von einem nicht näher beschriebenen Rezeptor für 24p3 
abhängig, den nicht alle Zellen exprimieren (Devireddy et al., 2001). 
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1.4.  CCSP 
Mit Clara cell secretory protein (CCSP) möchte ich ein weiteres Protein 
eingehender vorstellen, das als Ligand für Megalin in Frage kommt. Zum einen 
fällt die erstaunliche Colokalisation der beiden Proteine auf. In der Lunge wird 
CCSP von Clara Zellen produziert, Megalin von den benachbarten Typ II 
Pneumozyten (Singh et al., 1986, Massaro, 1994, Lundgren et al., 1997). Im 
Uterus kommen ebenfalls beide Proteine vor, Megalin im mukosen Epithel, CCSP 
als lösliche Komponente in der im Uterus enthaltenen Flüssigkeit, der ULF (Saito 
et al., 1994, Shirai et al., 1974). Im proximalen Tubulus der Niere, dem 
Hauptexpressionsort von Megalin, kommt es zu einer Akkumulation von CCSP 
im Komplex mit polychlorierten Biphenylen (PCB). Neben der Colokalisation 
sind es biochemische Eigenschaften, die CCSP als potentiellen Liganden für 
Megalin in Frage kommen lassen. 
CCSP ist ein wasserlösliches Protein, das von Clara Zellen, einem cilienlosen 
Zelltyp der Lunge, produziert und in die bronchioalveolare Flüssigkeit sekretiert 
wird. Es ist ein 16 kDa großes Homodimer, dessen Untereinheiten antiparallel 
durch  Disulfidbrücken verbunden sind. Für diese Disulfidbrückenbildung tragen 
die Cysteinreste 3 und 69 Verantwortung. Jede Untereinheit enthält vier α-
Helices, das Homodimer formt eine Tasche, in der kleine, hydrophobe Liganden 
binden können (Umland et al., 1992, Stripp et al., 1994).  
CCSP der Nager, humanes CC10 und Uteroglobin der Hasenartigen stellen 
interspezifische Homologe dar. Die sind Aminosäuresequenzen nicht absolut 
identisch, doch die funktionelle Aufteilung der drei Exons ist gleich und die 
entscheidenden Aminosäurereste sind hoch konserviert, wie z. B. jene, für die 
Ligandenbindung oder Disulfidbrückenbildung verantwortlich sind (Stripp et al., 
1996). Der Namen Blastokinin (Krishnan et al, 1967) oder Uteroglobin (Beier, 
1968) ist entstanden, da das Protein als hormonell induzierbare Komponente in 
Sekreten des Uterus die Blastulation bei Kaninchen einleitet und die Entwicklung 
der Blastozyste fördern konnte. CCSP ist verantwortlich für eine Akkumulation 
von Progesteron im Uterus (Bochskanl und Kirchner, 1981). Es bindet das 
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hydrophile Steroidhormon und führt dem Zielgewebe zu (Urzua et al., 1970, 
Arthur et al, 1972, Bochskanl et al, 1984, 1988).  Später wurde CCSP in anderen  
Organen inklusive des Magen-Darmtraktes, der Prostata, sowie auch der Lunge 
nachgewiesen (Miele et al., 1987). 
Das humanes CCSP polychlorierte Biphenyle (PCB) bindet, ist ausführlich 
beschrieben worden (Lund et al., 1985, 1988, Andersson et al., 1991). Auch die 
Anreicherung der PCBs in der Lunge und vor allem in der Niere ist lange bekannt 
(Brandt et al., 1985). Bei CCSP defizienten Knockout Mäusen kommt es zu 
keiner Akkumulation dieser chemisch höchst stabilen und wasserunlöslichen 
Umweltgifte (Stripp et al., 1996). PCB wurden Mitte letzten Jahrhunderts extensiv 
produziert und gerade ihre hohe Stabilität und Wasserunlöslichkeit machten sie 
für die Elektroindustrie interessant. Bereits 1966 wurden erste Berichte 
veröffentlicht, die auf die Gefahren hinwiesen, die diese Stoffe in sich bargen 
(Jensen, 1966). Sie sind krebserregend und fruchtschädigend. Die weltweite 
Produktion von PCB wurde daraufhin in den siebziger Jahren gedrosselt.  
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2.  ZIELSETZUNG 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, weitere Hinweise über das 
Wirkungsspektrum des Endozytoserezeptors Megalin zu liefern. Die These, dass 
Megalin Steroide oder ähnliche lipophile Substanzen in ihre Zielzellen im 
Komplex mit Transportproteinen aufnimmt, soll durch diese Arbeit untermauert 
werden. Dieses wird durch zwei experimentelle Strategien verfolgt werden. 
Zum einen durch die Suche nach weiteren Liganden, die Transportmoleküle für 
lipophile Substanzen im Plasma sind, und zum anderen durch die Analyse eines 
Steroidhormon abhängigen, Megalin exprimierenden Gewebes. 
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3.  MATERIAL UND METHODEN 
3.1.  Antikörper 
Die Antikörper gegen a.) Ratten-CCSP, b.) Kaninchen-Megalin und c.) Ratten-
Cubilin sind beschrieben worden von a.) Lund et al. (1988a), b.) Moestrup et al. 
(1993) und c.) Sahali et al. (1993). Antikörper gegen β2 - Mikroglobulin und 
gegen Laktoferrin wurden von DAKO (Hamburg, Deutschland) erworben. 
Antikörper gegen das Myc-Epitop wurden von Sigma bezogen. Die Gewinnung 
polyklonaler Antikörper gegen humanes Apo D und murines 24p3 wurde von 
Eurogentec (Herstal, Belgien) vorgenommen. Es wurden jeweils einem 
Kaninchen dreimalig im Abstand von 14 Tagen 150 µg des entsprechenden 
Proteins injiziert. Die Blutentnahmen fanden an den Tagen 38, 66 und 80 der 
Immunisierung statt. Die Antiseren wurden bis zur Verwendung bei -80°C 
aufbewahrt. 
Als sekundäre Antikörper wurden verwendet: ein Alexa 546 konjugiertes Anti-
Kaninchen IgG (Molecular Probes, Leiden, Niederlande), ein Peroxidase 
konjugiertes Anti-Kaninchen IgG (DAKO, Hamburg, Deutschland), ein Gold 
konjugiertes Anti-Kaninchen IgG (British BioCell International, Cardiff, 
Großbritannien) und ein Peroxidase konjugiertes Anti-Schaf IgG (DAKO, 
Hamburg, Deutschland).  
Als tertiärer Antikörper wurde ein Peroxidase konjugiertes Anti-Peroxidase IgG 
aus der Ziege (DAKO, Hamburg, Deutschland) genutzt. 
3.2.  Verwendete Tiere und Organismen  
3.2.1.  Mäusehaltung 
Die Tiere wurden unter kontrollierten Bedingungen in einem Tag-/Nachtrhythmus 
von 12 Stunden gemäß dem Tierschutzgesetz gehalten und hatten freien Zugang 
zu Standardfutter und Wasser. Die Megalin defizienten Mäuse gp330 -/- und die 
dazugehörigen Kontrolltiere besaßen einen gemischten genetischen Hintergrund  
von 129SvEmcTer  und CD1 Mäusen. Sie wurden in Willnow et al. (1996) 
beschrieben. Die verwendeten Wildtypmäuse besaßen einen gemischten 
genetischen Hintergrund von 129SvEmcTer und Balb C Mäusen. 
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3.2.2.  Bakterien 
Zur Herstellung Kalzium-kompetenter Bakterien wuchsen E.coli DH5α über 
Nacht bei 37oC auf  einer LB-Agarplatte (1 % Bacto-Trypton, 1 % NaCl, 0,5 % 
Hefeextrakt, 1 % Bacto-Agar) ohne Antibiotika. Eine Einzelkolonie wurde in 50 
ml LB-Medium (1 % Bacto-Trypton, 1 % NaCl, 0,5 % Hefeextrakt) expandiert. 
Es wurde die OD650 der Flüssigkultur bestimmt und auf eine optische Dichte von 
0,05 mit LB - Medium verdünnt. Dann wurde weitere zwei bis drei Stunden bei 
37oC inkubiert, bis die Kultur eine OD650 von 0,5-0,6 erreicht hatte. Das 
Wachstum der Bakterienkultur wurde auf Eis gestoppt und die Bakterien für 10 
Minuten bei 4oC und 4000g abzentrifugiert. Der Zellniederschlag wurde in  kalter 
50mM CaCl2 resuspendiert und 55 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte eine 
erneute Zentrifugatrion für 10 Minuten bei 4oC und 4000g. Das Bakterienpellet 
wurde resuspendiert in kalter Glyzerin-CaCl2 Lösung (20 % Glyzerin, 50 mM 
CaCl2) und über Nacht bei 0oC inkubiert. Die Zellsuspension wurden aliquotiert 
und bei -80oC gelagert.  
3.3.  SDS-PAGE und Western Blot Analysen  
SDS-Polyacrylamid Gel Elektrophoresen (SDS-PAGE) wurden nach dem 
Protokoll von Laemmli (Laemmli, 1970) durchgeführt.  
Färbungen der Proteine mit Silbernitrat oder Coomassie Brilliant Blau G (Sigma)  
wurden nach Standartprotokollen vorgenommen. Als Proteinstandart wurde der 
vorgefärbte Blue sea 4-250 kDa Marker von Novex benutzt.  
3.3.1.  Coomassiefärbung 
Für die Coomassie Färbung wurde 0,1 % Coomassie Brilliant Blue G, 1 % 
Essigsäure; 40 % Methanol als Färbelösung verwendet. Als Entfärber diente 5 % 
Methanol, 12,5 % Essigsäure.  
3.3.2.  Silberfärbung 
Für eine Silberfärbung wurden die Gele in 50 % Methanol, 12 % Essigsäure, 60 
mM Formaldehyd fixiert, gefolgt von dreimaligem Waschen in 35 % Ethanol. 
Nach einer kurzen Inkubation in 800 nM Na2S2O3 und anschließendem kurzen  
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Waschen in ddH2O wurde mit 3 mM AgNO3, 900 nM Formaldehyd gefärbt, 
zweimal mit ddH2O gewaschen und mit 13,8 mM NaCO3, 600 nM Formaldehyd, 
160 nM Na2S2O3 entwickelt. 
3.3.3.  Western Blot Analysen 
Für die Immunodetektion wurden die Gele auf Nitrocellulosemembranen der 
Marke Hybond C+ von Amersham transferiert (Towbin et al., 1979).  
Die Membranen wurden blockiert in PBS, pH 7,4 mit 0,05 % Tween-20 (Sigma), 
die 5 % Magermilchpulver und 5 % fötales Kälberserum enthielt. Der 
Primärantikörper wurde in PBS, pH 7,4, 0,05 % Tween-20, 5 % 
Magermilchpulver für 45 Minuten auf der Membran belassen. Es folgten drei 
Waschgänge mit zweimal PBS, pH 7,4, 0,05 % Tween-20, 0,1 % SDS, 1 % NP-
40 und einmal PBS, pH 7,4, 0,05 % Tween-20. Als Sekundärantikörper wurde ein 
Peroxidase-gekoppeltes IgG in PBS, pH 7,4, 0,05 % Tween-20, 5 % 
Magermilchpulver benutzt, das gegen den Primärantikörper gerichtet war. Nach 
nochmaligem Waschen wurde der Western Blot mit ECL (Amersham) entwickelt 
(Harlow and Lane, 1988).  
3.4.  Immunhistologie 
3.4.1.  Gefrierschnitte 
Für die Gefrierschnitte wurden Megalin defiziente Mäuse und Kontrolltiere durch 
transkardiale Perfusion fixiert. Hierzu wird in das Herz 4 % Paraformaldehyd 
(Merck) in 0,1 M Natrium-Cacodylat Puffer eingeleitet. Die gesammelten 
Gewebe wurden zurechtgeschnitten und für eine weitere Stunde in 1 % 
Paraformaldehyd fixiert. Dann folgte eine Infiltration mit 2,3 M Saccharose 
(Sigma) und 2 % Paraformaldehyd für 30 Minuten. Schließlich wurde das 
Gewebe in flüssigem Stickstoff tiefgefroren. Semidünne 0,8 µm Gefrierschnitte 
der Gewebe, angefertigt mit einem Kryostaten der Marke Jung CM 3000 (Leica, 
Wetzlar, Deutschland), wurden entweder mit Kaninchen Anti-Ratten-CCSP 
Antikörpern (1:10000 Verdünnung) oder Kaninchen Anti-Ratten-Cubilin 
Antikörpern (1:2000Verdünnung) für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 
Dem folgte entweder ein Alexa 546 konjugiertes Anti-Kaninchen IgG, welches  
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unter dem Fluorescenz-Mikroskop sichtbar wurde oder ein Peroxidase 
konjugiertes Anti-Kaninchen IgG. Die Peroxidase wurde durch Diaminobenzidin 
(Fluka) sichtbar gemacht und die Schnitte wurden mit Mayers Hämalaunlösung 
(Merck) zwei Minuten gegengefärbt. 
Für die Elektronenmikroskopie wurden ultradünne 70-90 nm Gefrierschnitte über 
Nacht bei 4°C mit dem Anti-Cubilin Antikörper inkubiert (1: 5000). Dem folgte 
ein 10 nm Gold konjugiertes Anti-Kaninchen IgG. 
3.4.2.  Parafinschnitte 
Für die Parafinschnitte wurde hormonell synchronisierten Mäusen der Uterus 
entnommen und mit 4 % Paraformaldehyd in PBS pH 7,4 (GIBCO) für 24 
Stunden fixiert. Die Gewebe wurden einen Tag gewässert. Dann wurden die Uteri 
in einer Alkoholreihe entwässert (zwei Stunden in 70% Ethanol (Roth),  zwei 
Stunden in 90% Ethanol, über Nacht in 96 % Ethanol, drei mal zwei Stunden in 
100% Ethanol und zwei mal 20 Minuten in Xylol (Roth)). Die Gewebe wurden 
mit Parafin (Roth) infiltriert und in Parafinblöcke gegossen. Geschnitten wurden 
die Gewebe mit einem Mikrotom RM 2155 (Leica, Wetzlar, Deutschland).4 µm 
Schnitte der Gewebe wurden entparafiniert und rehydriert. Mit einem Ziegen 
Anti-Kaninchen-Megalin Antikörper wurde über Nacht bei 4°C inkubiert. Darauf 
folgten Inkubationen mit zuerst einem Peroxidase konjugierten Anti-Schaf IgG 
und anschließend mit einem Peroxidase konjugierten Anti-Peroxidase IgG aus der 
Ziege. Die Peroxidase wurde durch Diaminobenzidin sichtbar gemacht und die 
Schnitte wurden mit Mayers Hämalaunlösung 30 Sekunden gegengefärbt. 
3.4.3.  Mikroskopie 
Für die mikroskopischen Untersuchungen wurde ein FluoView TFL51 und für die 
photographischen Aufnahmen eine DP50-Digitalkamera (beides Olympus Europe, 
Hamburg, Deutschland) benutzt. 
3.5.  Urinproben 
Mittelstrahl-Urinproben von Patienten mit einem Myeloma-assozziierten Fanconi 
Syndrom wurden freundlicherweise von P.Aucouturier (Necker Hopital, Paris,  
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France) zur Verfügung gestellt. Urinproben von Patienten mit einem Imerslund-
Grasbeck Syndrom wurden von O. de Baulmy (Hopital Robert Debré, Paris, 
France) bezogen. Kontrollurine wurden freundlicherweise von Kollegen im Labor 
bereitgestellt. Zum Sammeln von Urin wurden Megalin defiziente Mäuse und 
Kontrolltiere für 16 Stunden in metabolischen Käfigen gehalten. In ihrem 
Trinkwasser befand sich 16 % Saccharose. Die Urinproben (durchschnittlich 5 
ml/16 Stunden) wurden auf Eis gesammelt. Die Volumina pro Stunde und die 
Creatininwerte waren identisch zwischen Megalin defizienten Mäusen und 
Kontrolltieren (durchschnittlich 0,5 mmol Creatinin/l). Die Proben wurden bis zur 
weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt. 
3.6.  Lungen - Lavage 
Für eine Spülung der Lungen (Lungen-Lavage) wurden Megalin defiziente Mäuse 
und Kontrolltiere gemäß Tierschutzgesetz durch zervikale Dislokation getötet und 
in die Trachea wurde ein kurzer Schnitt gesetzt. Mit jeweils 1 ml steriler 
Kochsalzlösung (150 mM NaCl) wurden die Lungen gespült. Dazu wurde die 
Kochsalzlösung vorsichtig mit einer Spritze ohne Kanüle in die Lunge geleitet 
und nach kurzem Warten wieder herausgezogen. Diese Lungen-Lavage wurde 
zum Entfernen der alveolaren Makrophagen und sonstiger zellulärer Bestandteile 
10 Minuten bei 4°C und 10000g zentrifugiert. Die Proben wurden durch 
Zentrifugation für 3 Stunden bei 4°C und 1500g durch eine Centricon Ultra-YM-
Membran (Millipore) aufkonzentriert. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe 
des Bradford-Reagenz der Firma Bio-Rad bestimmt und die Proben wurden bis 
zur weiteren Untersuchung bei -80°C gelagert. 
3.7.  Synchronisierung des Zyklus  
Zur hormonellen Synchronisation der Megalin defizienten Mäuse und 
Kontrolltiere wurden ihnen über 4 Tage täglich Hormone s.c. injiziert. Hierzu 
wurden geschlechtsunreife, 21 Tage alte Jungtiere verwendet. Die erste Gruppe 
erhielt 1 µg 17β-Östradiol (Sigma)/Tag in 100 µl handelsüblichem Speiseöl, eine 
zweite Gruppe erhielt 1 mg Progesteron (Sigma) und 1 µg 17β-Östradiol in 100 µl 
Speiseöl/Tag, den Kontrolltieren wurde lediglich 100 µl Öl gespritzt. 
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3.8.  Uterine luminale Flüssigkeit (ULF) 
3.8.1.  Gewinnung 
Zum Erhalt der uterinen luminalen Flüssigkeit (ULF) wurden die im Zyklus 
synchronisierten Tiere durch zervikale Dislokation getötet, die Uteri entnommen 
und mit 100 µl 150 mM NaCl Lösung gespült. Dazu wurde durch eine sehr feine 
Kanüle (23g, B&D) die Kochsalzlösung in die Uteri gespritzt und zur Entnahme 
der Flüssigkeit wurde am nach unten hängenden Ende ein Loch in das Gewebe 
geschnitten. Gröbere Bestandteile in der ULF wurden durch eine Zentrifugation 
mit 10000g für 5 Minuten bei Raumtemperatur entfernt. Danach wurde 10 mM 
EDTA-Lösung zugegeben, so dass daraus eine Endkonzentration von  1 mM  
resultierte. Die Proteinkonzentration wurde photometrisch bestimmt und die 
Proben wurden bis zur weiteren Untersuchung bei -80°C gelagert. 
3.8.2.  Aufreinigung des Megalin - bindenden Bestandteils in der ULF 
Uterine luminale Flüssigkeit von mit 17β - Östradiol behandelten Wildtypmäusen 
wurde durch Gel-Filtration (Superose 12 HR 10 / 30 von Amersham) aufgereinigt. 
Dazu wurde ULF auf die Säule geladen und mit 20 mM Tris, pH 8,0 eluiert. Die 
erhaltenen Fraktionen wurden einerseits mit 4-16 % SDS-PAGE und 
Silberfärbung analysiert und gleichzeitig wurde durch BIAcore Analyse überprüft, 
welche der Fraktionen das an Megalin bindene Protein enthielten. Diese und die 
beiden flankierenden Fraktionen wurden über eine Mono-Q Säule (Amersham) 
weiter aufgereinigt. Zur Elution diente ein Salzgradient von 0-1 M NaCl in 20 
mM Tris, pH 8,0. Wieder wurden die Fraktionen einerseits mittels BIAcore 
Analyse überprüft, andererseits auf einem  4-16 % Gel aufgetrennt. Das Gel 
wurde mit Silbernitrat gefärbt. Die einzige Proteinbande der Fraktion, die eine 
Bindung an Megalin zeigte, wurde aus dem Gel ausgeschnitten und nach einer 
Trypsinierung von der Firma Profundis-biotech (Aarhus) mit Hilfe von MALDI-
MS analysiert. 
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3.9.  Klonierung der Konstrukte ApoD und 24p3  
3.9.1.  Primer 
Humane ApoD cDNA wurde durch PCR amplifiziert. Hierzu wurde der Klone 
IMAGp998D042074Q2 (RZPD, Berlin, Deutschland) als Vorlage benutzt.  
Als Primer für die PCR dienten die Oligonukleotide   
5´- gcc cgc tag cac aag cat ttc atc ttg gga agt gcc-´3 und  
5´-caa tga ctg cgg ccg ctt acg aga gct tgg ggc agt tca c-´3.  
 
Murine 24p3 cDNA wurde durch PCR amplifiziert. Hierzu diente der Klone 
IMAGp998K238789 (RZPD, Berlin, Deutschland) als Vorlage.  
Als Primer für die PCR dienten die Oligonukleotide   
5´-gct agc cca gga ctc aac tca gaa ctt gat ccc t-´3 und  
5´- gcg gcc gct cag ttg tca atg cat t-´3. 
 
Jedes dieser Primerpaare war so konstruiert, dass eine Nhe I Restriktionsstelle vor 
und eine Not I Restriktionsstelle nach dem Insert eingefügt wird. Ferner wurden 
Stopcodons an geeigneter Stelle eingefügt. 
3.9.2.  Amplifikation durch PCR 
Die gewünschten DNA-Bereiche wurden mit einer Soriano-PCR (Soriano et al. 
1991) amplifiziert. Ein 25 µl PCR-Ansatz enhielt außer 1 µl Matrizen-DNA in 
verschiedenen Konzentrationen 2,5 µl 10x Gitschier-Puffer (166 mM 
Ammoniumsulfat, 670 mM Tris-HCl, pH 8,8, 67 mM MgCl2, 50 mM β-
Mercaptoethanol, 67µM EDTA), 2,5 µl DMSO, 1,25 µl einer dNTP-Mischung 
(jeweils 2,5 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 1,25 µl BSA (1,6 mg/ml), 0,2 µl 
jeweils des 5’- und 3’Primers (0,1 µg / µl), 0,125 µl Taq DNA-Polymerase (5 
U/µl). Es wurden folgende Temperaturen und Zeiten eingestellt: einmal 93oC für 
3 Minuten, einmal 55oC für 5 Minuten, einmal 65oC für 5 Minuten, vierzigmal 
93oC für 30 Sekunden, dann 55oC für eine Minute, dann 65oC für 3 Minuten. Es 
folgt eine abschließender Zyklus mit je einmal 93oC für 3 Minuten, 55oC für 3 
Minuten, 65oC für 10 Minuten und schließlich 4oC bis zur Entnahme der PCR.  
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3.9.3.  Ligation in den pGEM - T® Easy I - Vektor 
 Direkt aus dem Reaktionsgefäß für die PCR wurden 3 µl des amplifizierten 
DNA-Fragments mit 5 µl 2x Rapid Ligation Puffer® für T4 Ligase, 1 µl (= 50 ng) 
linearisiertem pGEM - T® Easy I – Vektor (Abb.3.1.) und 1 µl T4-Ligase (3 U/µl) 
gemischt und bei 16oC über Nacht inkubiert. 
3.9.4.  Transformation in Kalzium - kompetente E.coli Bakterien 
Nach erfolgreicher Ligation des Fragments in den Vektor wurde das Konstrukt in 
Ca++-kompetente DH5α Zellen transformiert. 100 µl Ca++-kompetente DH5α 
wurden mit 100 ng Vektor-DNA gemischt und für 30 Minuten auf Eis inkubiert. 
Es folgten Inkubationen von zwei Minuten bei 37oC und einer Minute auf Eis. 
Nach Zugabe von 200 µl LB-Medium wurden der Ansatz für 30 Minuten bei 37oC  
inkubiert. Die transformierten Zellen wuchsen über Nacht bei 37° C auf einer 
Selektionsagarplatte  mit Ampicillin (200µg/ml).  
 
Abb. 3.1. Karte für den pGEM - T® Easy I - Vektor 
3.9.5. DNA-Isolierung 
Zur Umklonierung in den Zielvektor wurden Einzelkolonien von der Agarplatte in 
Ampicillin-haltigem (50 µg/ml) LB-Medium (1 % Bacto-Trypton, 1 % NaCl, 0,5 
% Hefeextrakt) überimpft und über Nacht bei 37°C vermehrt. Die Zellen wurden 
abzentrifugiert und in 25 mM Tris-HCl, pH 8,0, 50 mM  Glukose, 2,5 mM EDTA, 
5 % RNase A resuspendiert. Die gleiche Menge 0,2 N NaOH, 1 % SDS lysierte 
die Zellen. Nochmals dieselbe Menge 3 M Kaliumacetat, 11,5 % Essigsäure 
enteiweißte das Gemisch, und bei 14000g und 4oC wurden die Zelltrümmer für 10 
Minuten abzentrifugiert.  Es folgte eine Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 
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(25/24/1) Extraktion, der die obere, wässrige Phase abgenommen und mit dem 
2,5-fachen Volumen absoluten Ethanols ausgefällt wurde. Die DNA wurde mit 
14000g bei 4oC für 10 Minuten zentrifugiert und mit 70% Ethanol von Salzen 
befreit. Die präzipitierte DNA wurde in TE-Puffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM 
EDTA, pH 8) gelöst. 
3.9.6.  Umklonierung in den Zielvektor pCEP-Pu-SP-his-myc-fX 
Aus dem so erhaltenen Plasmid wurde mit den Restriktionsenzymen Nhe I und 
Not I  (Amersham), sowie einem one-for-all Puffer (Amersham) über Nacht bei 
37°C  das Insert geschnitten. Der Ansatz lief über ein 0,8 %iges Agarosegel 
(Gibco) und die durch Ethidiumbromid (Merck) unter UV-Licht sichtbare Bande 
wurde ausgeschnitten. Mit Hilfe des QIAquick®-Kits der Firma Qiagen wurde die 
DNA aus dem Gel gemäß Protokoll der Firma extrahiert und konnte anschließend 
in den Zielvektor pCEP-Pu-SP-his-myc-fX (Abb.3.2.) ligiert werden.  
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Abb. 3.2. Karte für den pCEP-Pu-Vektor 
Die eingezeichneten Pfeile geben die Restriktionsstellen an 
 
Hierzu wurden 4U T4 DNA Ligase (4 U/µl) von Roche, 2 µl Ligasepuffer (10 x-
Konzentrat: 500 mM Tris-HCl, 70 mM MgCl2, 10 mM DTT), 1 mM rATP, sowie 
Insert- und Vektor-DNA in Verhältnis von 10:1 und einem Gesamtvolumen von 
20 µl  für 3 Stunden bei 37oC inkubiert. Nach erfolgreicher Ligation wurde die  
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DNA wie oben beschrieben in E.coli Zellen transformiert und danach expandiert. 
Nach erneuter DNA-Extraktion aus Bakterien wurde zuerst die Sequenz 
verifiziert. Die Firma Invitek (Berlin, Deutschland) sequenzierte alle Konstrukte. 
Danach konnte dieser Expressionsvektor pCEP-Pu-SP-his-myc-fX mit den  
Konstrukten in das eukaryotische Expressionssystem der 293-EBNA Zellen von 
Invitrogen transformiert werden. 293-EBNA Zellen haben den Replikationsfaktor 
EBNA-1 des Ebstein Barr Virus stabil im Genom integriert und produzieren ihn 
kontinuierlich. Charakteristisch für den Expressionsvektor pCEP-Pu-SP-his-myc-
fX wiederum ist es, dass die Genexpression vom Promoter des Cytomegalovirus 
angetrieben wird (Kohfeldt et al., 1997). Dieser Expressionsvektor hat den 
Startpunkt (origen) des Ebstein Barr Virus. In Anwesenheit des 
Replikationsfaktors EBNA-1 wird das Plasmid ständig repliziert. Die durch die 
Konstrukte exprimierten Proteine enthielten am aminoterminalen Ende einen 
Anhang von sechs Histidinresten, ein Myc-Epitop und eine Faktor Xa-
Restriktionsstelle. Die Histidinreste dienten zur Aufreinigung des Proteins durch 
Nickel-Affinitätschromatographie. Die Myc-Epitope konnten durch kommerziell 
erhältliche Antikörper erkannt werden und ließen den Nachweis der 
Fusionsproteine in der Western-Blot Analyse zu. Die Faktor Xa-Restriktionsstelle 
ermöglichte eine Abtrennung des gesamten Anhanges. 
3.10.  Zellkultur 
3.10.1.  Generelle Zellkulturbedingungen 
Für diese Arbeit wurden Karzinomazellen des Dottersackes aus der braunen, 
norwegischen Ratte  (BN16) und humane embryonale Nierenzellen (293-EBNA 
Zellen) von Invitrogen verwendet. BN16 Zellen wurden in Standartmedium, d.h. 
in DMEM (Biochrom), dem 10 % fötales Kälberserum (FCS) von Biochrom, 
Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 µg/ml) von Gibco zugesetzt waren, 
kultiviert. Für die Aufnahme- und Degradationsversuche wurden BN16 Zellen 
kurz vor Versuchsbeginn auf DMEM ohne Glutamin (Gibco) umgestellt, welches 
0,2 % BSA (Sigma) und Penicillin/Streptomycin in den oben genannten 
Konzentrationen  enthielt. Die 293-EBNA Zellen wuchsen in Standartmedium,  
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mit 250 µg/ml G-148 Sulfat (Gibco). Die Zellkulturinkubatoren (Heraeus) stellten 
eine Atmosphäre mit 5 % CO2 und eine Temperatur von 37oC sicher. 
3.10.2. Expression von ApoD  und 24p3 in 293-EBNA Zellen 
293-EBNA Zellen wurden mit den unterschiedlichen Konstrukten mittels 
Elektroporation transformiert. Hierzu wurden den Zellen in der Zellkulturschale 
das Medium abgesaugt. Dann wurden die Zellen mit PBS pH 7,6 gewaschen. 
Nach einer kurzen Inkubation mit Trypsin (0,05 %) /EDTA (0,02 %)-Lösung 
(Gibco) bei 37°C wurden die abgelösten Zellen in Medium aufgenommen und 
durch eine kurze Zentrifugation bei  500 g und Raumtemperatur vom  Überstand 
abgetrennt. Es folgten zwei Waschschritte der Zellen, der erste mit Medium, der 
zweite mit PBS, pH 7,6. Danach wurden die Zellen zweimal mit 25 mM NaCl in 
Standartmedium vorbehandelt, um nach Zugabe der DNA mit 230 mV und 500 
µFD im Gene Pulser der Firma Bio-Rad elektroporiert zu werden. Die 
transformierten 293-EBNA Zellen wurden in DMEM kultiviert, das mit 10 % 
FCS, 250 µg/ml G-418 Sulfat und 1 µg/ml Puromycin (Sigma) versetzt war. Zur 
Produktion von konditioniertem Medium wurde auf das Puromycin verzichtet und 
die Menge an FCS reduziert. Zur erfolgreichen Expression von Apo D war 2,5 % , 
für 24p3 5 % FCS im Erntemedium notwendig. Das konditionierte Medium wurde 
alle zwei bis drei Tage gesammelt und durch frisches Medium ersetzt. 
3.10.2.  Herstellung eines Membranextraktes aus Dottersackzellen (BN16) 
Es wurden BN16 Zellen in einer Zellkulturschale das Medium abgesaugt. Dann 
wurden die Zellen mit PBS pH 7,6 gewaschen und abgekratzt. Durch eine kurze 
Zentrifugation bei  500g und 4°C wurden die Zellen vom  Puffer abgetrennt. Nach 
Feststellung des Gewichts wurde Lösung A (20 mM Tris-HCl, pH 7,5, 2 mM 
Magnesiumchlorid, 0,25 mM Saccharose, 250 µM PMSF) in einem Volumen von 
150 µl pro 100 mg Protein zu den Zellen gegeben. Mit Hilfe eines Potters (Glas 
Cal, Terre Haute, USA) wurden die Zellen homogenisiert. Die gröberen 
Zelltrümmer wurden für zehn Minuten mit 1000g bei 4°C abzentrifugiert. Es 
folgte eine weitere Zentrifugation für zehn Minuten mit 10000g bei 4°C zur 
Entfernung der Zellkerne. Der Überstand  wurde 45 Minuten mit 100000g bei 4°C  
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zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in 5µl Lösung B (50 mM Tris-HCl, pH 
8,0, 2 mM MgCl2, 80 mM NaCl, 1mM PMSF) pro 100 mg Ausgangsgewicht 
resupendiert. Zur Homogenisierung wurde die Membranfraktion durch fortgesetzt 
kleiner werdende Injektionsnadeln (18g, 22g, 25g) gedrückt. Die 
Proteinkonzentration wurde photometrisch bestimmt und die Proben wurden bis 
zur weiteren Untersuchung bei -80°C gelagert. 
3.11.  Aufreinigung und Darstellung der Proteine  
3.11.1.  RAP 
Rekombinante Glutathion S-Transferase (GST) oder einem Fusionsprotein aus 
Glutathion S-Transferase und Rezeptor-assoziiertem Protein aus der Ratte (GST-
RAP) wurden in DH5α Bakterien produziert, wie bereits beschrieben (Herz et al., 
1991). Dazu wurden E.coli Bakterien des Stammes DH5α, die das GST oder 
GST-RAP Expressionskonstrukt enthielten bei 37°C bis zu einer optischen Dichte 
bei 600 nm von 0,4-0,5 hochgezogen. Eine Zugabe von Isopropylthio-β-D-
Galaktosid (Endkonzentration 0,01 % (w/v)) induzierte die Expression. Die 
Kulturen wuchsen 4-6 Stunden bei 30°C. Mit einer Zentrifugation bei 4°C und 
5000 g wurden die Zellen geerntet. Der Zellniederschlag wurde in 1/100 des 
anfänglichen Volumens in 15 % (w/v) Saccharose, 50 mM Tris-HCl, 50 mM 
EDTA, pH 8,0 resuspendiert. Es wurde Lysozym (1 mg/ml) zugefügt und weitere 
30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde eine wässrige Lösung von 2 % 
Triton X-100 und 0,5 mM Phenylsulfonylfluorid in einem Volumen von 1/50 des 
Ausgangsvolumens  mit der Bakteriensuspension vermischt. Die Reagenzgefäße 
wurden geschüttelt und die Lysate wurden durch fortgesetzt kleiner werdende 
Injektionsnadeln (18g, 22g, 25g) gedrückt. Dithiothreitol (DTT) in einer 
Endkonzentration von 1 mM  und Glutathionagarose  wurden zugegeben und die 
Mischung wurde über Nacht bei 4°C rotierend inkubiert. Dann wurde die Agarose 
mit 500 g abzentrifugiert und dreimal mit Puffer A gewaschen (20 mM HEPES, 
pH 7,6, 100 mM KCl, 0,2 mM EDTA, 20 % Glycerol, 1 mM DTT, 0,5 mM 
Phenylsulfonylfluorid). Die Agarose wurde in dem gleichen Puffer resuspendiert 
und mit der Agarosesuspension wurde eine Säule von 1 cm Durchmesser gepackt. 
Nach nochmaligem Waschen mit Puffer A wurde GST-RAP oder GST mit Puffer  
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A, der zusätzlich 25 mM Glutathion enthielt (mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt) 
von der Säule eluiert. Fraktionen von 1 ml wurden gesammelt, die das Protein 
enthielten vereinigt und gegen 0,2 mM EDTA,  150 mM NaCl, pH 8,0 dialysiert.  
3.11.2.  CCSP 
CCSP aus einer Lungenwaschung bei der Ratte und rekombinantes Ratten-CCSP 
wurden wie bereits beschrieben (Lund et al., 1988b; Hard et al., 1995) gereinigt. 
Beide Ratten-Proteine wurden freundlicherweise von J. Lund (Lund, Schweden) 
zur Verfügung gestellt. 
3.11.3.  ApoD  und 24p3  
Diese gesammelten ApoD- und 24p3-haltigen Zellüberstände wurden über Nacht 
gegen Grundpuffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 8,0) dialysiert und dann über 
eine Ni-NTA Superflow Säule gegeben (Qiagen). Die Säule wurde mit 
Grundpuffer, der 20 mM Imidazol enthielt, gespült. Die Elution des Proteins 
erfolgte mit 400 mM Imidazol in Grundpuffer. Eine Konzentrationsbestimmung 
wurde vorgenommen und die Reinheit des Eluats wurde mittels SDS - PAGE und 
anschließender Färbung durch Silbernitrat oder Coomassie Brilliant Blue G 
überprüft. Zur Abspaltung des aminoterminalen Anhanges wurden jeweils 50 µg 
Apo D oder 24p3 für 18 Stunden bei 37°C mit 1 µg Faktor Xa verdaut (Sigma) 
3.12.   125Jod – Markierung der Proteine 
Die Proteine CCSP, GST-RAP und Apo D wurden mit 125Jod (Amersham) 
radioaktiv markiert mit der IODOGEN-Methode (Fraker und Speck, 1978). 
Dazu wurden 30-40 µg Protein mit 2 µl 125Jod ( entspricht 220 µCi oder 7,4 MBq) 
für 5 Minuten (CCSP und Apo D) oder 15 Minuten (RAP) in ein Reaktionsgefäß 
mit Iodogen (200 µg) gegeben. Eine Abtrennung von ungekoppeltem Jod erfolgte 
mit einer Sephadex G-25 Säule (PD-10 desalting columns von Amersham), die 
zuvor mit 0,25 % BSA in PBS, pH 7,6 equilibriert wurde. Dazu wurde das 
Reaktionsgemisch in die Säule einlaufen gelassen und mit glutamin- und 
serumfreiem DMEM mit 0,2 % BSA und Penicillin/Streptomycin in den oben 
genannten Konzentrationen eluiert. So wurde das radioaktive Protein von freiem  
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125Jod getrennt. Es wurden 0,5 ml Fraktionen gesammelt und die Radioaktivität 
im γ-Counter 1470 Wizard (Wallac) gemessen. Die Radioaktivität/ng Protein 
wurde errechnet und die Probe bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 
3.13.  in vitro Aufnahme - und Degradationsstudien 
3.13.1.  Degradationsassay 
Die zelluläre Aufnahme und Degradation radioaktiv markierter Proteine wurden 
an BN16 Zellen untersucht. Diese Zellen wurden für diese Versuche vom 
Standartmedium auf glutamin- und serumfreies DMEM mit 0,2 % BSA und 
Penicillin/Streptomycin in den oben genannten Konzentrationen umgestellt. 30 
Minuten vor Zugabe der radioaktiv markierten Proteine wurden zu den Zellen die 
Antikörper (200 µg/ml), GST (50 µg/ml), GST-RAP(100 µg/ml) oder Chloroquin 
(200 µm) gegeben. Die 125Jod - markierten Liganden wurden zum Kulturmedium 
gegeben und in den angegebenen Zeitintervallen wurde die zelluläre Degradation 
nach Standartprotokollen gemessen (Goldstein et al., 1983). Hierzu wurde der 
Zellüberstand 1:3 mit 15 % Trichloressigsäure (TCA) von Merck gemischt, fünf 
Minuten bei 10000g zentrifugiert und der Überstand im γ-Counter gemessen. Die 
Degradation wurde ausgedrückt in Nanogramm des nicht durch TCA fällbaren 
Proteins im Zellkulturmedium, pro mg Gesamtzellprotein. 
3.13.2.   Steroid - Bindung 
Zur Bindung von ³H-markiertem Progesteron (Amersham) wurden 750 pmol des 
Steroids mit 600 pmol Apo D in einem Glasgefäß für 2 Stunden bei 
Raumtemperatur geschüttelt. Danach wurde der Komplex von ungekoppeltem 
Steroid und Apo D getrennt, indem man das Reaktionsgemisch über eine 
Sephadex G-25 Säule aufreinigte. Es wurden 0,5 ml Fraktionen gesammelt und  
die Ausbeute an Komplex wurde im Scintillationszähler LS 3801 (Beckmann, 
Berlin, Deutschland) bestimmt. 
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3.14.  BIAcore Analysen 
Eine Quantifizierung der Bindung der verschiedenen Liganden an die 
unterschiedlichen Rezeptoren wurde durch BIAcore Analysen (Biosensor, 
Schweden) vorgenommen, bereits beschrieben von Nykjaer et al., 1999. 
Zur Herstellung eines Rezeptorchips wurde ein kontinuierlicher Strom von 5 µl 
HBS Puffer (10 mM HEPES, 3,4 mM EDTA, 150 mM NaCl, 0,005 % Surfactant 
P20, pH 7,4)  pro Minute über die Sensoroberfläche eingestellt. Die carboxylierte 
Dextran-Matrix der Sensorchip-Durchflusszelle wurde aktiviert durch eine 
Zugabe von 60 µl einer Lösung von 200 mM N-Ethyl-N`-(3-
Dimethylaminopropyl) Carbidiimid und 50 mM N-Hydroxysuccimid. Danach 
wurden 180 µl 10 mM Natriumazetat, pH 4,5 mit 10 µg/ml Kaninchen-Megalin 
oder Kaninchen-Cubilin, rekombinantes Apo E R 2, LRP oder VLDL R in die 
Messzelle injiziert. Die verbleibenden Bindungsstellen wurden durch eine darauf 
folgende Injektion von 35 µl 1 M Ethanolamin, pH 8,5  blockiert. Die Bindung 
des immobilisierten Rezeptors an den Chip wurde in BIAcore response units (RU) 
ausgedrückt und war gleichbedeutend mit 25 fmol Megalin/mm2, 40 fmol 
Cubilin/mm2, 32 fmol/mm² VLDLR, 25 fmol/mm² LRP und 8 fmol/mm² Apo E R 
2. Zur Bestimmung der Bindungsstärke wurden die Liganden in 10 mM HEPES, 
150 mM NaCl, 1,5 mM CaCl2, 1 mM EGTA, pH 7,4 zu dem CM5 BIA 
Sensorchip gegeben, auf dem Megalin oder Cubilin immobilisiert war. Im Falle 
einer spezifischen Bindung erfolgte ein optisches Signal. Der relative Anstieg an 
response units (RU) gegenüber Kontrollen wurde bestimmt. Zwecks genauer 
Bestimmung der Bindungsaffinität zu Cubilin wurden verschiedene 
Konzentrationen der Liganden der BIAcore Analyse unterzogen. Die kinetischen 
Parameter wurden mit der BIAevaluation 3.0-Software ausgewertet.  
3.15.  Quantifizierung von RNA - Expression durch TaqMan® PCR 
3.15.1.  RNA - Präparation 
Megalin defiziente Mäuse und Kontrolltiere, sowie Wildtypmäuse wurden über 
vier Tage  hormonell synchronisiert. Dann wurden den Mäusen die Uteri 
entnommen und sofort in flüssigem Stickstoff tiefgefroren. Noch tiefgefroren 
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wurden die Organe zu Trizol (Roth) gegeben (für 50-125 mg Uterus 1,0 ml Trizol, 
für 125-200 mg Uterus 1,5 ml Trizol ). Die Uteri wurden in einem Polytron PT 
20-Homogenisator (Ika Labortechnik) homogenisiert und 10 Minuten bei 
Raumtemperatur stehen gelassen. Dieses Homogenisat wurde mit 0,2 ml 
Chloroform (Sigma)/ml Trizol gemischt und 3 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die Zelltrümmer wurden mit einer Zentrifugation für 30 Minuten bei 
12150 g und 4°C abgetrennt, der klare Überstand wurde mit 0,5 ml Isopropanol 
(Sigma) pro ml gemischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
RNA wurde bei 13200g und 4°C für 15 Minuten abzentrifugiert und der 
Niederschlag wurde in 70% Ethanol/DEPC-ddH2O resuspendiert (zur Herstellung 
von DEPC-ddH2O wird ddH2O mit 0,01 % DEPC (Diethyl-pyrocarbonat von 
Roth) über Nacht inkubiert und anschließend autoklaviert). Die RNA wurde ein 
weiteres Mal für acht Minuten bei 4°C und 5160 g abzentrifugiert und nach 
Entfernung des Überstandes an der Luft für 15 Minuten getrocknet. Die 
gewonnene RNA wurde in 100 µl DEPC-ddH2O aufgenommen und 10 Minuten 
bei 55°C unter Schütteln gelöst. Nach photometrischer Bestimmung der RNA-
Konzentration wurden die Proben bis zur weiteren Bearbeitung bei -80°C 
gelagert. 
3.15.2.  Synthese von cDNA 
Um aus einer RNA-Matrize einzelsträngige cDNA zu erhalten, musste eine 
reverse Transkription durchgeführt werden. Da die Gesamt-RNA umgeschrieben 
werden sollte, wurde als Primer ein aus vielen kurzen Oligonukleotiden 
bestehender Random-Primer gewählt, so dass mehrfache, unspezifische 
Bindungen über die gesamte RNA erfolgten. Es wurde der Superscript II Kit von 
Gibco benutzt. 2 µg RNA wurden mit 1,8 µl Random-Primer und ddH2O (22,2 µl 
- Volumen der RNA) gemischt, 10 Minuten bei 65°C inkubiert und danach auf Eis 
gestellt. Anschließend wurden 8 µl (5x) firststrand buffer, 4 µl DTT (100 mM) 
und 2 µl einer dNTP-Mischung (jeweils 10 mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP) 
zugegeben und zwei Minuten bei 42°C inkubiert. Nach der Zugabe von 2 µl 
Superscript wurde die Mischung 10 Minuten bei Raumtemperatur, eine Stunde bei 
42°C und 10 Minuten bei 70°C inkubiert. 
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3.15.3.  Primer und TaqMan®Probes 
Die genutzten Primer und TaqMan®Probes waren die folgenden: 
Für Megalin: 
Megalin forward: 5´-tgc acg gag gaa gtt gct att- ´3 
Megalin reverse: 5´-tcc act gta gcc gct aga aca c- ´3 
Megalin Sonde: 5´-Fam tga tga gaa tga cct ccc caa atg ca-´3 Tamra 
 
Für Murine Collagenase-like A (MCOL A)  
MCOL forward: 5´-tga aga agc cca ggt gtg g- ´3 
MCOL reverse: 5´-ggt cca acg agg att gtt gtg- ´3 
MCOL Sonde: 5´- Fam cct gat gtg gcc cca tat gcc att ac- ´3 Tamra 
3.15.4.  TaqMan® PCR 
Bei der quantitativen RT-PCR (TaqMan® PCR) erfolgt die Quantifizierung 
während der Amplifikation. Dieses ist möglich durch den Einsatz 
sequenzspezifischer Primer und einer fluorogenen Sonde. Sie besteht aus einem 
Oligonukleotid, dessen 5´-Ende mit einem Fluoreszein-Derivat markiert ist, 
während das 3´-Ende als Quencher-Farbstoff ein Rhodamin-Derivat trägt und 
außerdem mit einem Phosphatrest blockiert ist (Lee et al. 1993). Der verwendete 
Reporter-Farbstoff 6-Carboxy-Fluoreszein wird bei einer Wellenlänge von 488 
nm zur Fluoreszenz angeregt, was allerdings durch seine Nähe zum Quencher-
Farbstoff durch einen Fluoreszenz-Energietransfer unterdrückt wird. Dieses ist die 
Situation bei einer intakten Sonde. Bei der Amplifikation wird die hybridisierte 
Sonde durch die 5´-3´-Exonuklease Aktivität der Taq-Polymerase hydrolysiert. 
Dadurch wird die räumliche Nähe der Reporter- und Quencher-Farbstoffe 
aufgehoben und es kommt zu einem Fluoreszenzsignal. Der Anstieg der 
Fluoreszenz ist der Amplifikation direkt proportional und kann zur 
Quantifizierung genutzt werden. Die gemessene Expressionen von Megalin und 
Murine Collagenase-like A (MCOL A) wurden auf die Expression des 
Glykolyseenzyms Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) 
normalisiert, welches in jeder Zelle in gleichen Mengen synthetisiert wird. Es 
wurden Standartreihen mit jeweils vier Verdünnungen (1:1, 1:2, 1:4, 1:8) für  
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Megalin, MCOL und GAPDH erstellt. Die quantitative RT-PCR wurde mit dem 
TaqMan®-EZ Kit von Perkim Elmer gemäß Protokoll durchgeführt. Dazu werden 
1µl DNA mit 9µl ddH2O, je 0,75µl reverse und forward Primer, 1 µl Sonde, 
12,5µl PCR Master Mix gemischt. Es wurden folgende Temperaturen und Zeiten 
eingestellt: zwei Minuten 50 °C, zehn Minuten 95°C, 15 Sekunden 95°C, eine 
Minute 60°C. Dieser Zyklus wurde 45 x wiederholt. Zur Analyse wurde der Gene 
Amp 5700 Sequence Detector von Abi genutzt. Die Rohdaten aus dem TaqMan – 
Report wurden zuerst gemittelt, da in Tripletts gemessen wurde. Dann wurde der 
Mittelwert auf den Mittelwert der GAPDH-Expression normalisiert. Schließlich 
wurde die kleinste gemessene Expression als Standart gesetzt und der Unterschied 
an normalisiertem Reportersignal errechnet (∆ RN). 
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4. ERGEBNISSE 
4.1.  Allgemeines 
Es werden mehr und mehr Mitglieder der low-density lipoprotein (LDL) Rezeptor 
Gen Familie beschrieben und noch schneller wächst die Anzahl der beschriebenen 
Liganden für einzelne Familienmitglieder. Zunächst wurde davon ausgegangen, 
dass die sowohl von Säugern, als auch von anderen Gattungen gebildeten 
Zelloberflächenrezeptoren lediglich die Aufnahme von Lipoproteinen in die 
Zellen vermitteln. Inzwischen ist bekannt, dass die Rezeptoren mannigfache 
Rollen in zellulären Prozessen spielen. Dieses ist möglich, indem sie 
unterschiedliche Liganden in verschiedenen Gewebearten erkennen, und in die 
Zellen aufnehmen oder durch sie eine Signalkaskade im Zellinneren veranlassen. 
Megalin, dem bisher größten Mitglied der LDL Rezeptor Familie sind in letzter 
Zeit einige Aufgaben zugeschrieben worden, die man allgemein als Aufnahme 
lipophiler Substanzen im Komplex mit ihren Transportproteinen umschreiben 
kann. Es handelt sich um das Steroid Vitamin D, gebunden an Vitamin D 
Bindeprotein (DBP) und um das Retinoid Vitamin A, gebunden an Retinol 
Bindeprotein, die von Megalin in der Niere in die Zellen des proximalen Tubulus 
aufgenommen werden (Nykjaer et al. 1999, Christensen et al., 1999a und b). 
Das angestrebte Ziel meiner Arbeit war eine weitere Aufklärung, welche Rolle 
Megalin in der Aufnahme von gebundenen, lipophilen Substanzen wie z. B. 
Steroiden im Komplex mit Carrierproteinen spielt. Dazu wurden zwei 
experimentelle Strategien verfolgt.  
Begonnen wurde mit der Suche nach weiteren möglichen Liganden. In dieser 
Arbeit wurden drei Proteine (24p3, Apo D und CCSP) ausgesucht, die jeweils die 
Funktion eines Transportmoleküls für lipophile Stoffe in einer hydrophilen 
Umgebung wie Blut oder anderen Körperflüssigkeiten übernehmen. 
In diesem Teil meiner Arbeit habe ich versucht, die Hypothese zu untermauern, 
dass hydrophile Stoffe nicht ausschließlich durch freie Diffusion in die Zelle 
gelangen, wie von Mendel 1989 vermutet (Mendel, 1989), sondern dass sie 
mitsamt ihrem Transportmolekül durch Endozytose aufgenommen werden. Die 
aufgeworfene Hypothese geht davon aus, dass das Transportmolekül selbst der  
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Teil des Komplexes ist, der vom Endozytoserezeptor erkannt und gebunden wird. 
Die Identifizierung von Transportmolekülen für lipophile Substanzen, die von 
Megalin in Gewebe aufgenommen werden, wäre ein weiterer Beweis für die 
Korrektheit dieser Hypothese.  
Durch die Etablierung eines eukaryotischen Expressionssystems im Labor 
(Hilpert et al., 2001) wurde die Voraussetzung geschaffen, die Wechselwirkungen 
zwischen verschiedenen Rezeptoren und potentiellen Liganden zu untersuchen.  
Gereinigtes Protein in ausreichender Menge zur Verfügung zu haben,  stellte 
bisher oft ein Problem dar. Die Aufreinigung aus Gewebeextrakten ergibt häufig 
geringe Ausbeuten an funktionellem Protein. Derweilen birgt diese Methode die 
Gefahr in sich, dass die oft nicht unerheblichen Mengen an Verunreinigungen die 
Versuchsergebnisse verfälschen könnten.  
Rekombinant hergestellte Proteine, die man aus prokaryotischen 
Expressionssytemen gewinnt, haben diese Nachteile deutlich reduziert, bergen 
jedoch andere. In Bakterien hergestellte Eiweiße haben die korrekte 
Primärstruktur, aber aus Mangel an zelleigenen Hilfsmolekülen, sogenannten 
Chaperones, weisen die Sekundärstrukturen oftmals Fehler auf. Auch die richtige 
Zusammenlagerung von mehreren funktionellen Untereinheiten des Proteins, 
sowie dessen korrekte Modifizierung ist nicht immer gewährleistet. Diese 
Gegebenheiten führen oftmals dazu, dass trotz richtiger Sequenz und Größe des 
gereinigten Proteins seine physiologische Aktivität nur sehr begrenzt ist. Aus 
diesen Gründen entschied ich mich, in zwei Fällen (Apo D und 24p3) die 
Herstellung selbst in einem eukaryotischen Expressionssystem vorzunehmen. Das 
dritte von mir untersuchte Protein (CCSP) stammte aus den herkömmlichen 
Quellen der bakteriellen Produktion und aus einer Körperflüssigkeitsaufreinigung.  
Das rekombinant hergestellte Protein wurde mir freundlicherweise von Johan 
Lund aus Lund, Norwegen zur Verfügung gestellt. 
Die zweite hier verfolgte experimentelle Strategie zur Aufklärung der Rolle 
Megalins in der Aufnahme lipophiler Substanzen, ist die Analyse von Megalin 
exprimierenden Geweben. Der Nachweis möglicher Defekte, die sich mit dem 
Fehlen lipophiler Substanzen, wie z. B. Steroidhormonen erklären ließe, würden 
der Expression von Megalin in reproduktiven Organen eine Funktion zuordnen. 
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In diesem Kontext wurde der Uterus als Megalin exprimierendes Gewebe zur 
weiteren Analyse gewählt, da Hinweise vorliegen, dass dem Rezeptor eine  Rolle 
bei grundlegenden Entwicklungen des Organs zukommen könnte. So ist bei zirka 
60 % der weiblichen, Megalin defizienten Mäuse eine Anomalie der 
Geschlechtsöffnung zu beobachten, die als Vaginalverschluss beschrieben wird.  
4.2.  24p3 
24p3 war der erste Kandidat, der als möglicher Ligand für Megalin untersucht 
wurde. Affimetrix Analysen in denen man die Menge an produzierter mRNA aus 
Nieren von Megalin defizienten Tieren  und Kontrolltieren miteinander verglichen 
hatte, lieferte die Idee, dass 24p3 möglicherweise mit Megalin interagieren 
könnte. Es wurde in den Nieren der Knockout Mäuse eine signifikant höhere 
Menge an 24p3-RNA gemessen.  In den drei durchgeführten Parallelansätzen 
wurden eine 9.2fache, 6.3fache und 2.8fache Menge an 24p3-RNA Menge in der 
Knockout Maus vorgefunden (Hilpert et al., 2002). 
4.2.1.  Aufreinigung von 24p3 
Zur Prüfung, ob es tatsächlich eine direkte Interaktion zwischen dem 
Endozytoserezeptor Megalin und dem Transportmolekül 24p3 gibt, mussten 
zunächst ausreichende Mengen an gereinigtem Protein hergestellt werden. Unter 
Verwendung des eukaryotischen Expresionssystems der 293-EBNA Zellen  
konnte ich ein Fusionsprotein herstellen, dass zusätzlich zur eigentlichen 
Aminosäuresequenz am carboxyterminalen Ende ein Myc-Epitop, eine Faktor Xa-
Restriktionsstelle und 6 Histidinreste besaß. Durch Affinitätschromatographie 
reinigte ich 24p3 aus den Zellüberständen von 293-EBNA Zellen, die das Protein 
produzierten und in das Medium ausschieden, auf. Mit Hilfe der genannten 
Histidinreste konnte ich das rekombinante Protein an eine Ni-NTA Superflow 
Säule binden und die Säule mit einem Imidazol-haltigem Puffer eluieren, wobei 
insgesamt 40 Fraktionen gesammelt wurden. Abb. 4.1. A zeigt das typische 
Elutionsprofil einer 24p3-Aufreinigung. Dabei wurde die Extinktion bei 280 nm 
mitgeschrieben (blaue Linie). Die senkrechten Einteilungen geben die 
gesammelten Fraktionen an. 
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Abb. 4.1.  
24p3 Aufreinigung  
A Konditioniertes 
Medium von 24p3 
produzierenden 293-
EBNA Zellen wurde auf 
eine Ni-NTA Superflow 
Säule gegeben. Das  
Waschen und Eluieren 
der Säule wurde 
photometrisch überwacht 
(y-Achse). Gesammelt 
wurden inklusive der 
Waschfraktionen 40 
Fraktionen. Die Elution 
erfolgte mit 400 mM 
Imidazol.  
 
B Es ist die Western-Blot 
Analyse ausgesuchter 
Fraktionen abgebildet. 
Hierzu wurde ein 
Antikörper genutzt, der 
den Myc-Bereich des 
Fusionsproteins 
detektiert. KM = 
konditioniertes Medium, 
NB = Medium nach 
Bindung auf die Säule, W 
= Waschfraktion 
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Im vorderen Bereich des Elutionsprofils sind die Waschfraktionen aufgezeichnet. 
Es wurden so erhebliche Mengen an im Zellmedium enthaltenem Serum, 
Farbstoffen und zellulären Abbauprodukten abgetrennt, die sich trotz vorheriger 
Dialyse im Zellüberstand befanden. Der sich anschließende lange, flache 
Kurvenverlauf zeigt, dass sich keine weiteren Verunreinigungen mehr von der 
Säule abwaschen ließen. Startend mit Fraktion 5 wurden die erste 500 µl der 
eigentlichen Elution gesammelt. Nach Fraktion 38 wurde die Kollektion 
abgebrochen. Abb. 4.1. B zeigt die Western-Blot Analyse ausgewählter 
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Fraktionen. Sie wurden in einer 10 % SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine 
Nitrozellulosemembran transferiert. Diese wurde dann mit einem Antikörper, der 
gegen das Myc-Epitop gerichtet war, inkubiert. Deutlich ist, dass die Fraktionen 
15 und 16 die Hauptmenge an Protein enthalten, doch auch in Fraktion 14 sind 
wesentliche Mengen 24p3 vorhanden. Verglichen mit dem konditionierten 
Medium (KM in der ersten Spur) ist 24p3 stark angereichert worden. Auch in 
Medium, das bereits über die Säule gegeben wurde (NB, zweite Spur) ist noch 
24p3 nachweisbar, es zeigt, dass die Säule abgesättigt war. Durch die hier 
beschriebene Methode konnte aus einem Liter konditioniertem Medium 3,6 mg 
rekombinantes 24p3 gewonnen werden. Da das Myc-Epitop und die Histidinreste 
nicht mehr benötigt wurden, war der nächste Schritt in der Aufreinigung von 24p3 
die enzymatische Abspaltung dieses Anhanges vom Protein. Hierzu wurde die im 
Fusionsprotein vorhandene Faktor Xa-Proteasestelle genutzt. 24p3 wurde 1:50 
(w/w) mit  Faktor Xa gemischt und 18 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach der ktor 
Xa-Inkubation wurde das Enzym/Proteingemisch zwei Stunden auf Eis mit 1 ml 
des  Ni-NTA Superflow Säulenmaterials geschüttelt, um so die abgespaltenen 
Histidin-Myc-Anhänge aus dem Gemisch zu binden. Entfernt wurden das 
Säulenmaterial dann mittels Zentrifugation. Jeweils 3,5 µg ungeschnittenes  (Abb. 
4.2. Spur 1) und geschnittenes 24p3 (Spur 2) wurden in einer 4-12 % SDS-PAGE 
aufgetrennt und mit Silbernitrat gefärbt. 
Abb. 4.2. Faktor Xa 
Restriktionsbedingungen 
Aufgereinigtes 24p3 wurde mit 
Faktor Xa behandelt: Spur 1 
unbehandelt, in Spur 2 mit Faktor Xa 
behandelt. Die Proteine wurden in 
einer SDS-PAGE aufgetrennt. Der 
Erfolg der Proteolyse wurde durch 
eine Färbung mit Silbernitrat 
dokumentiert. 
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24p3 
24p3 His-Myc 
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Nach Abspaltung des Anhanges hat des rekombinant hergestellte 24p3 die 
beschriebene Größe von 26 kDa, hingegen ist 24p3 mit His-Myc-Anhang 30 kDa 
groß. Das so hergestellte 24p3 wurde zwecks Antikörperherstellung in ein 
Kaninchen injiziert.  
4.2.2. Immunisierung  
Die drei durch Immunisierung (Firma Eurogentec in Herstal, Belgien) 
gewonnenen Seren wurden  durch Western-Blot Analyse überprüft. Es wurden 
jeweils 1 µg Protein 24p3 mit His-Myc-Anhang (Abb. 4.3. Spur 1-3) aufgetragen, 
sowie als Kontrollen Apo D mit His-Myc-Anhang  (Spur 4) und Apo E R II 
mit(Spur 5) und ohne  His-Myc-Anhang (Spur 6) und in einer 10 % SDS-PAGE 
aufgetrennt, dann auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membran 
wurde in Streifen geschnitten und diese wurden mit den Seren aus drei 
Blutabnahmen inkubiert. 
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Abb. 4.3. Analyse der drei Blutabnahmen eines Antiserums gegen 24p3 
A Jeweils 1 µg Protein (Spur 1, 2 und 3 24p3 mit His-Myc-Anhang, Spur 4 Apo 
D mit His-Myc-Anhang, Spur 5 Apo E R 2 mit His-Myc-Anhang, Spur 6 Apo E 
R II ohne His-Myc-Anhang) wurde in einer SDS-PAGE aufgetrennt und  auf eine 
Nitrozellulosemembran transferiert. Die in Streifen geschnittene Membran wurde 
mit den Antiseren der drei Blutabnahmen der Immunisierung inkubiert. B zeigt 
als Kontrolle für eine gleichmäßige Beladung die Membran vor der Färbung mit 
den Antikörpern. Die Proteine sind mit einer Ponceau-Färbung sichtbar gemacht. 
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Unter der Western-Blot Analyse ist zur Kontrolle der gleichmäßigen Beladung der 
Spuren die Ponceau-Färbung der Nitrozellulosemembran abgebildet (B). Sie zeigt 
das aufgetrennte Gesamtprotein. Die Überprüfung der Qualität des polyklonalen 
Antikörpers, der gegen 24p3 gezogen wurde, macht deutlich, dass die drei 
Blutabnahmen die gleiche Bindungsaktivität besitzen, da 24p3 in den Spuren 1 bis 
3 gleich stark gefärbt ist. Jedoch wird von dem Antiserum auch Apo D mit His-
Myc-Anhang in Spur 4 erkannt, wobei der Apo D-Anteil des Konstruktes 
angezeigt wird. Apo D hat drei hochkonservierte Strukturdomänen mit 24p3 
gemein. Es kann nicht der His-Myc-Anhang sein, der durch das Antiserum 
erkannt wird, da das in Spur 5 geladene Apo E R II mit His-Myc-Konstrukt kein 
Signal gibt.  
4.2.3.  BIAcore Analyse der 24p3 - Bindung an Megalin 
Durch BIAcore Analysen wurde untersucht, ob Megalin an 24p3 bindet und so für 
die zelluläre Aufnahme von 24p3 verantwortlich sein könnte. Für diesen Versuch 
wurde 24p3 und als Positiv-Kontrolle Rezeptor assoziiertes Protein (RAP) jeweils  
in einer Konzentration von 1 µM verwendet. RAP ist ein intrazelluläres 
Chaperone, das an alle Endozytoserezeptoren der LDL Rezeptor Familie bindet. 
Es wurde der relativen Anstieg von BIAcore Response Units im Vergleich zu 
einer Kontrollflüssigkeit gemessen und im folgenden Diagramm aufgetragen. 
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Abb. 4.4. BIAcore Analyse der 24p3-Bindung an  Megalin 
Immobilisiertes Megalin auf einem BIA Sensor Chip (25 fmol/mm²) wurde mit 
gereinigtem 24p3 in einer Konzentration von 1 µM inkubiert. Nach 600 
Sekunden wurde begonnen, 24p3 mit Puffer  wieder auszuwaschen. Als Kontrolle 
wurde in einem zweiten Experiment gereinigtes RAP (ebenfalls 1 µM) über den 
Megalin-Chip geleitet. 
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Es konnte eine Bindung von RAP an Megalin, jedoch keine von 24p3 an dem 
Rezeptor beobachtet werden.  
Die obere Kurve von Abb. 4.4. zeigt die Bindung von RAP an Megalin. Knapp 
1200 Response Units konnten gemessen werden.  
Nach 600 Sekunden erfolgte ein Abfall der Kurve, da zu dem Zeitpunkt RAP aus 
dem Fließstrom weggelassen wurde. Nur noch Puffer floss über den mit Megalin  
beschichteten Sensorchip und wusch RAP so wieder aus.  
Je spezifischer und stärker die Bindung ist, desto länger benötigt der Puffer, das 
gebundene Protein vom Sensorchip zu waschen.  
Die untere Kurve von Abb. 4.4. zeigt, dass rekombinantes, gereinigtes 24p3 nicht 
an Megalin bindet, da kein Anstieg der Response Units zu erkennen ist.  
Damit wurde die Untersuchung einer möglichen Interaktion zwischen Megalin 
und 24p3 mit dem Ergebnis eingestellt, dass es wahrscheinlich keine direkte 
Bindung zwischen den beiden Proteinen gibt.  
Die Tatsache, dass vermehrt RNA von 24p3 in den Nieren Megalin defizienter 
Tiere produziert wird, ist daher wahrscheinlich nicht direkt durch das Fehlen des 
Rezeptors bedingt. Es ist allerdings nicht auszuschließen, dass es tatsächlich einen 
indirekten Bezug zwischen 24p3 und Megalin gibt.  
Dies sollte jedoch nicht Gegenstand der hier vorgestellten Arbeit sein. Alternativ 
wäre es möglich, dass das rekombinant in EBNA Zellen produzierte Protein nicht 
Rezeptor-bindungskompetent und somit biologisch nicht aktiv ist.  
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4.3.  Apo D 
Das zweite Lipocalin, das als ein möglicher Ligand für Megalin in Frage kam, 
war Apo D. Apo D wird, außer dass es im Plasma hauptsächlich im Verbund mit 
high density lipoprotein (HDL-) Partikeln vorkommt (Ayrault-Jarrier et al., 1963), 
unter anderem auch im Brustdrüsengewebe exprimiert (Cofer et al., 1996).  
Die Eigenschaft von Apo D, als Transportmolekül für Progesteron zu dienen 
(Pearlman et al., 1973), wird in diesem Zusammenhang diskutiert (Rassart et al., 
2000).  
Auch Megalin wird von Epithelzellen der Brustdrüsenkanäle exprimiert 
(Lundgren et al., 1997). Eine Funktionsbestimmung in diesem Gewebe ist bis 
heute nicht erfolgt. Da Megalin bereits als ein Rezeptor beschrieben wurde, der 
für die zelluläre Aufnahme eines Lipocalins (RBP) verantwortlich ist (Nykjaer et 
al. 2002), ist es nicht auszuschließen, dass auch im Fall von Apo D die 
Endozytose durch Megalin vermittelt wird. 
4.3.1.  Aufreinigung von Apo D 
Zunächst galt auch im Fall von Apo D, dass keine ausreichende Mengen an 
reinem Protein zu Verfügung standen, um eine mögliche Interaktion mit Megalin 
untersuchen zu können.  
Daher habe ich, wie in Abb. 4.3. bereits angedeutet, auch rekombinantes Apo D in 
dem eukaryotische Expresionssystem der 293-EBNA Zellen  produziert. Hierzu 
wurde als Vorlage für humanes Apo D (RZPD, Berlin, Deutschland) benutzt und 
die cDNA durch PCR amplifiziert. 
Nach Umklonierung in den Expressionsvektor pCEP-Pu-SP-his-myc-fX wurden 
293-EBNA Zellen mit dem Konstrukt mittels Elektroporation transformiert. Das 
Medium der Zellen wurde abgesaugt und konnte durch Affinitätschromatographie 
aufgereinigt werden, da das Fusionsprotein zusätzlich zur Aminosäuresequenz 
von Apo D am carboxyterminalen Ende sechs Histidinreste enthielt. Die 
Histidinreste banden des rekombinanten Proteins an eine Ni-NTA Superflow 
Säule und insgesamt 40 Fraktionen wurden mit einem Imidazol-haltigem Puffer 
von der Säule eluiert.  
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In Abb. 4.5. ist das Elutionsprofil einer Apo D-Aufreinigung gezeigt. 
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Abb. 4.5. Apo D  Aufreinigung  
A Konditioniertes Medium von Apo D produzierenden 293-EBNA Zellen wurde auf 
eine Ni-NTA Superflow Säule gegeben. Das  Waschen und Eluieren der Säule wurde 
photometrisch überwacht (y-Achse). Gesammelt wurden inklusive der 
Waschfraktionen 40 Fraktionen. Eluiert wurde mit 400 mM Imidazol. 
 
B Ausgesuchte Fraktionen wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und mit 
Coomassie gefärbt. NB = Medium nach Bindung auf die Säule, W = Waschfraktion 
 
Nach dem Auswaschen des im Medium enthaltenen Serums und der zellulären 
Stoffwechselprodukte (W = Waschfraktion) zeigte ein flacher Kurvenverlauf im 
Elutionsprofil, dass sich keine weiteren Verunreinigungen mehr von der Säule 
abwaschen ließen. Startend mit Fraktion 5 wurden jeweils 500 µl der Elution 
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sammelt (Fraktion 5-38). Die sich rechts befindende y-Achse zeigt die jeweils 
gemessenen optische Dichte bei 280 nm und gibt dabei indirekt die relative 
Proteinmenge an. Ausgewählte Fraktionen (Abb. 4.5. B) wurden in einer 4-12 % 
SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie gefärbt. Gemäß dieser groben 
Übersicht ist in den Fraktionen 13-15 die Hauptmenge an Protein zu finden, doch 
auch in Fraktion 15 sind nicht unerhebliche Mengen an Apo D vorhanden. Aus 
einem Liter konditioniertem Medium konnte ich mittels dieser Methode 3,8 mg 
rekombinantes Apo D gewinnen. Da für eine Immunisierung eines Kaninchens 
und zur generellen Weiterverwendung des Proteins der Myc-Epitop- und Histidin-
Anhang störend wäre, wurde dieser durch eine enzymatische Abspaltung mit 
Faktor Xa entfernt. Hierzu wurde Apo D mit  Faktor Xa gemischt und 18 Stunden 
bei 37°C inkubiert. Das Faktor Xa / Apo D-Gemisch wurde zwei Stunden auf Eis 
mit 1 ml des  Ni-NTA Superflow Säulenmaterials geschüttelt, um so die 
abgespaltenen Histidin-Myc-Anhänge zu binden. Mit einer Zentrifugation wurden 
Säulenmaterial und  gebundene His-Myc-Anhänge  entfernt. Jeweils 4 µg 
ungeschnittenes  (Abb. 4.6. Spur 1) und geschnittenes Apo D (Spur 2) wurden in 
einer 4-12 % SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie gefärbt. 
Abb. 4.6. Faktor Xa 
Restriktionsbedingungen 
Aufgereinigtes Apo D wurde mit Faktor 
Xa behandelt: Spur 1 unbehandelt, in 
Spur 2 im Verhältnis 1:50 für 24 Stunden 
bei 37°C und dann in einer SDS-Page 
aufgetrennt. Das Gel wurde mit 
Coomassie gefärbt. 
 
1   2 
250 –
98 –
64 –
50 –
36 –
30 –
 
Das in Spur 2 der Abb. 4.6. dargestellte Apo D hat ohne den für die Aufreinigung 
nötigen Anhang die in der Literatur beschriebene Größe von 30 kDa (Goessling et 
al., 2000).  Apo D mit His-Myc-Anhang hingegen ist gut 36 kDa groß. Das so 
hergestellte Apo D wurde zur Antikörperherstellung in ein Kaninchen injiziert. 
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4.3.2.  Immunisierung 
Die Immunisierung des Kaninchens wurde wieder von der Firma Eurogentec 
vorgenommen. Die aus den drei erhaltenen Blutabnahmen gewonnenen Seren 
wurden  durch Western-Blot Analyse überprüft. Es wurden jeweils 4 µg Protein 
Apo D mit His-Myc-Anhang (Abb. 4.7. Spur 1-3) aufgetragen, sowie als 
Kontrollen 24p3 mit His-Myc-Anhang  (Spur 4) und Apo E R 2 mit His-Myc-
Anhang (Spur 5) und in einer 10 % SDS-PAGE aufgetrennt, danach auf eine 
Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membran wurde in Streifen geschnitten 
und diese wurden mit den drei Blutabnahmen inkubiert. 
Abb. 4.7. Gewinnung eines 
polyklonalen Antikörpers 
gegen Apo D  
A Je 4 µg Protein (Spur 1, 2 und 
3   Apo D mit His-Myc-Anhang, 
Spur 4 24p3 mit His-Myc-
Anhang, Spur 5 Apo E R 2 mit 
His-Myc-Anhang) wurden in 
einer SDS-Page aufgetrennt und  
auf eine Nitrozellulosemembran 
transferiert. Die in Streifen 
geschnittene Membran wurde mit 
den Antiseren der drei 
Blutabnahmen der 
Immunisierung inkubiert. 
 
B Die Proteine auf der 
Nitrozellulosemembran sind vor 
der Antikörperfärbung mit einer 
Ponceau-Färbung sichtbar 
gemacht worden. Dieses diente 
zur Kontrolle einer 
gleichmäßigen Beladung. 
B
  1.      2.      3. Blutabnahme
A
  1        2        3           4       5  
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Im Teil B der Abb. 4.7. ist die Ponceau-Färbung der Nitrozellulosemembran 
gezeigt. Sie zeigt das aufgetrennte Gesamtprotein, bevor die Membran mit den 
Antiseren gefärbt wurde. Es ist zu vermerken, dass diese Art von Färbung wenig 
sensibel ist und nur grob als Beladungskontrolle dienen kann. In den ersten drei 
Spuren der Membran wurden jeweils Apo D mit His-Myc-Anhang geladen und  
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man erkennt, dass mit Fortdauer der Immunisierung die Stärke des Signals steigt. 
Unerfreulicherweise wird nicht nur Apo D im Molekulargwichtsbereich von 36 
kDa detektiert, sondern zusätzlich sind zahlreiche Banden im Bereich von 80 bis 
weit über 150 kDa erkennbar. Ob es sich um Rückstände des Serums handelt, das 
nicht durch die Aufreinigung entfernt werden konnte, oder um Aggregate von 
Apo D lässt sich durch diesen Versuch nicht sagen. Erstaunlicherweise gibt die 
Ponceau-Färbung der Nitrozellulosemembran keinen Hinweis darauf, dass im 
Western-Blot  solche starken Signale in dem Molekulargwichtsbereich zu 
erwarten wären. Auch das Antiserum gegen Apo D zeigt Kreuzreaktionen mit 
24p3 mit His-Myc-Anhang in Spur 4, also dem zweiten auf dem Blot vertretenen 
Lipocalin.  Wie in Absatz 4.2.2. angeführt, haben Apo D und 24p3 drei 
hochkonservierte Strukturdomänen gemein. Wie das Antiserum gegen 24p3 
detektiert auch das gegen Apo D beide Vertreter der Lipocalin-Familie. Es muss 
also festgestellt werden, dass die Qualität des Antikörpers mangelhaft ist. Es ist in 
diesem Falle jedoch nicht ganz ausgeschlossen, dass auch der His-Myc-Anhang 
etwas zu dem erhaltenen Signal beiträgt, also durch das Antiserum erkannt wird, 
da Apo E R 2 mit His-Myc-Anhang (Abb. 4.7. Spur 5) ebenfalls ein schwaches 
Signal gibt. Dem Anschein nach ließ sich in diesem Versuchsansatz der His-Myc-
Anhang des Proteins nicht komplett von allen Molekülen abspalten und/oder nicht 
gänzlich aus ihm entfernen, nachdem er abgespalten wurde. Da es sich bei dem 
Antiserum gegen Apo D um ein polyklonalen Antikörper handelt und ein Myc-
Epitop offensichtlich sehr immunogene Eigenschaften besitzt, werden von dem 
hier dargestellten Antiserum außer den Lipocalinen gemeinsamen Strukturen 
zusätzlich das Myc-Epitop erkannt. 
4.3.3.  BIAcore Analyse der Apo D - Bindung an vier LDL R Familienmitglieder  
Um zu testen, ob Megalin für die zelluläre Aufnahme von Apo D verantwortlich 
sein könnte, wurde durch BIAcore Analysen untersucht, ob Apo D an Megalin 
bindet. Zusätzlich wurden auch weitere Rezeptoren der LDL R Gen Familie, 
nämlich Apo E R 2, LRP und VLDL R auf ihr Bindungsverhalten Apo D 
gegenüber untersucht.  
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Für diese Versuche wurde jeweils 1 µM gereinigtes Apo D verwendet. Es wurde 
der relativen Anstieg von BIAcore Response Units im Vergleich zu einer 
Kontrollflüssigkeit ohne Apo D gemessen und im folgenden Diagramm 
aufgetragen. 
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Abb. 4.8. BIAcore Analyse der Apo D-Bindung an  LRP, VLDL R, 
Apo ER II und Megalin 
Immobilisiertes LRP (25 fmol/mm²), VLDL R (32 fmol/mm²), Megalin (25 
fmol/mm2) und Apo E R II (8 fmol/mm²) auf einem BIA Sensor Chip wurden mit 
gereinigtem rekombinanten Apo D in einer Konzentration von 1 µM inkubiert. Nach 
60 Sekunden wurde begonnen, Apo D mit Puffer  wieder ausgewaschen. 
Es konnte eine Bindung von Apo D sowohl an Megalin und als auch an den 
VLDL R beobachtet werden (die beiden oberen Kurven in Abb. 4.8.).  
Die oberste Kurve zeigt die Bindung von Apo D an VLDL R. Knapp 20 Response 
Units konnten gemessen werden. Sehr ähnlich sieht die Kurve und damit das 
Bindungsverhalten von Apo D an Megalin aus (zweiter Kurvenverlauf von oben). 
Der Abfall der Kurve erfolgte nach 60 Sekunden, da zu dem Zeitpunkt aus dem 
Fließstrom das Apo D weggelassen wurde und nur noch Puffer über den mit dem 
angegebenen Rezeptor beschichteten Sensorchip floss und so Apo D wieder 
auswusch.  
Die unteren beiden Kurven zeigen, dass Apo D nur sehr schwach an LRP, jedoch 
gar nicht an Apo E R II bindet, da im Fall von LRP nur ein minimaler  Anstieg 
der Kurve zu erkennen ist, und im Fall von Apo E R 2 gar keiner. 
Es bleibt festzustellen, dass das von mir rekombinant hergestellte Apo D relativ 
gut an Megalin und VLDL R bindet, an LRP nur mit sehr geringer Affinität und 
an Apo E R II überhaupt nicht. 
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4.3.4.  Apo D - Aufnahme und Degradation durch BN 16 Zellen 
Bisher konnte die Bindung von Apo D an Megalin und an VLDL R gezeigt 
werden, beides Vertreter der LDL Rezeptor Gen Familie.  
In den folgenden Experimenten wurde ausschließlich die mögliche Interaktion 
zwischen Apo D und Megalin untersucht. Auf eine abschließende Antwort, ob 
VLDLR für eine zelluläre Aufnahme von Apo D verantwortlich ist, musste leider 
aufgrund eines fehlenden Zellmodells (Zellen mit VLDL R-Expression) an dieser 
Stelle verzichtet werden. 
Sowohl Megalin als auch Apo D sind in Brustdrüsengewebe zu finden. Megalin 
kleidet die Epithelien aus und Apo D wird in Sekreten und in Flüssigkeiten von 
Brustzysten gefunden. Die Frage ist nun, ob es auch zu einer Interaktion zwischen 
den beiden Proteinen in vivo kommt.  
Um diese Situation in vitro zu simulieren, verwendete ich als Zellmodell 
Karzinomazellen des Dottersacks von Brown Norway Ratten (BN 16), da diese 
BN 16 Zellen Megalin exprimieren (Le Panse et al., 1997a). 
Mit Hilfe der Liganden Blot Analyse wurde getestet, ob der Membranextrakt von 
BN 16 Zellen in der Lage ist, rekombinantes 125J-Apo D zu binden. Als 
Kontrollzellen wurden HeLa-Zellen verwendet, eine Tumorzelllinie, die kein 
Megalin exprimiert. 
Vorab wurde rekombinantes Apo D mit 125Jod radioaktiv markiert. Es besaß eine 
spezifische Aktivität von 14243 cpm/ng.  
Als Kontrolle wurde auch RAP radioaktiv markiert. Wie unter  4.2.3. beschrieben, 
ist RAP ein Protein, das mit hoher Affinität zu Megalin bindet. Es besaß eine 
spezifische Aktivität von 25276 cpm/ng. Es wurden 5 (Abb. 4.9. Spur 1) und 10 
µg (Spur 2) der BN 16 Zellmembranen und 10 µg der HeLa-Zellmembranen 
(Spur 3) in einer nicht reduzierenden 4-12 % SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine 
Nitrozellulosemembran transferiert.  
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Die Membran wurde in zwei Teile geschnitten und der Teil mit Spur 1 mit 
rekombinantem 125J-RAP, der Teil mit Spur 2 und 3 mit rekombinantem 125J-Apo 
D inkubiert. Gebundene Proteine wurden durch einen Phosphoimager (Fujix Bas 
2000) sichtbar gemacht.  
 
 
 
250-
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64-
 
 
 
 
125J – RAP    rek. 125J – Apo D   
          1       2                3  
Abb. 4.9. Liganden-Blot Analyse von BN 16 Membranen  
5 µg aufgereinigte Membranen von BN 16 Zellen in Spur 1 und 10 µg in Spur 2, 
sowie 10 µg aufgereinigte Membranen von HeLa-Zellen in Spur 3 wurden in einer 
SDS-PAGE aufgetrennt. Durch Liganden-Blot Analyse konnte dargestellt werden, 
dass BN 16 Zellen sowohl rekombinantes 125J-RAP als auch rekombinantes 125J-Apo 
D auf ihrer Zelloberfläche binden können. HeLa-Zellen, die kein Megalin besitzen, 
tun dieses nicht. Die Positionen der Markerproteine mit den Größen 250, 98 und 64 
kDa sind angezeigt.  
Wie in Abb. 4.9. zu sehen, konnten BN 16 Zellen rekombinantes 125J-Apo D 
binden. Der bindende Rezeptor ist mit höchster Wahrscheinlichkeit Megalin, da 
RAP im selben Molekulargewichtsbereich gebunden wird. Ob es zu einer 
zeitabhängigen Aufnahme und einem darauf folgenden lysosmalen Abbau des 
Proteins kommt, sollte durch Aufnahme- und Degradationsstudien aufgeklärt 
werden.  
BN 16 Zellen in 1 ml gutaminfreiem DMEM mit 0,1 % (w/v) BSA erhielten 100 
ng des rekombinanten 125J-Apo D pro ml Medium. Zusätzlich enthielt das 
Medium entweder 100 µg/ml Glutathion S-Transferase-RAP Fusionsprotein 
(GST-RAP), 50 µg/ml Glutathion S-Transferase (GST) oder 200 µM Chloroquin, 
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einen Inhibitor des lysosomalen Abbaus. Nach einer Inkubation bei 37°C wurde 
im Abstand von einer und von vier Stunde die Menge an radioaktiven 
Abbauprodukten, welche in das Medium ausgeschieden wurde, gemessen (Abb. 
4.10.). 
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Abb. 4.10. Degradation von rekombinantem Apo D durch BN 16 Zellen 
BN16 Zellen in 1 ml glutamin- und serumfreiem DMEM mit 0,1 % BSA (w/v) 
erhielten 100 ng rekombinantes 125J-Apo D. Es wurde zu den Zellen entweder 50 
µg GST/ml, 100 µg GST-RAP/ml oder 200 µM Chloroquin gegeben. Nach einer 
Inkubation über die angegebenen Zeitintervalle bei 37°C wurde die Menge an 
radiomarkierten Abbauprodukten im Medium gemessen. Die Daten repräsentieren 
die  Mittelwerte und die Standartabweichungen von insgesamt drei Versuchen.  
Nach einer Stunde wurden 13,4 ng und nach vier Stunden 49,5 ng 125J-Apo D pro 
mg BN 16 Zellen in die Zellen aufgenommen und degradiert. Diese Werte wurden 
ohne Zugabe von Inhibitoren gemessen.  
Die Zugabe von GST diente der Verifizierung, dass der blockierende Teil des 
GST-RAP Fusionsproteins das RAP war. Die Zugabe von GST-RAP zum Assay 
reduziert deutlich die Aufnahme und den Abbau von Apo D.  
Nach einer Stunde verringerte RAP die Apo D Aufnahme auf 16,6 %, nach vier 
Stunden wurden im Vergleich zu der ungehinderten Aufnahme 34 % degradiertes 
125J-Apo D im Zellüberstand vorgefunden. 
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Auch mit Zugabe von Chloroquin, einem Inhibitor lysosomaler Degradation, 
konnte die Degradation von 125J-Apo D durch  BN 16 Zellen vermindert werden. 
Betonen möchte ich, dass Chloroquin nicht die Endozytose, also die Aufnahme 
des Proteins in die Zellen unterbindet, jedoch den Abbau desselbigen. Nach einer 
Stunde konnten 26,4 % und nach vier Stunden 22,3 % des Normalwertes 
gemessen werden. 
Es kann zusammenfassend gesagt werden, dass Apo D von BN 16 Zellen 
aufgenommen und degradiert wird, und dass sowohl RAP, als auch Chloroquin 
die Aufnahme und Degradation von Apo D deutlich reduzieren.  
Es ist sehr wahrscheinlich, dass diese Aufnahme und Degradation von Megalin 
vermittelt wird, da Megalin das einzige Apo D bindende Protein in BN 16 Zellen 
ist, das durch RAP inhibiert wird. 
4.3.5.  Apo D - Progesteron 
Grundsätzlich lässt sich feststellen, dass die zelluläre Aufnahme von Apo D und 
der darauf folgende Abbau  des Proteins durch Megalin vermittelt wird. Die 
Frage, warum Megalin Apo D in die Zellen aufnimmt ist jedoch nicht 
beantwortet. Im Fall eines hormonabhängigen Gewebes wie der Brust ist es von 
Interesse, wie die Steroide in die Zellen gelangen. Daher sollte im folgenden 
Versuch untersucht werden, ob Apo D in seiner Eigenschaft als Progesteron-
Transportmolekül aufgenommen wird.  
Zunächst einmal wurde H³-Progesteron mit dem von mir rekombinant 
hergestellten Apo D komplexiert. Der entstandene Komplex besaß eine 
spezifische Aktivität von 11,8 cpm/ng Apo D. BN 16 Zellen in 0,32 ml 
gutaminfreiem DMEM mit 0,2 % (w/v) BSA erhielten 55,6 µg des  
rekombinanten Apo D/H³-Progesteron-Komplexes pro ml Medium. Zusätzlich 
enthielt das Medium entweder 100 µg/ml Glutathion S-Transferase-RAP 
Fusionsprotein (GST-RAP) oder 50 µg/ml Glutathion S-Transferase (GST). Nach 
einer Inkubation bei 37°C wurde nach einer, zwei und vier Stunden die Menge an 
radioaktivem Progesteron, welches in die Zellen aufgenommen wurde, gemessen. 
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Abb. 4.11. Akkumulation von rekombinantem Apo D im Komlex mit
H³-Progesteron durch BN 16 Zellen 
BN16 Zellen in 0,32 ml glutamin- und serumfreiem DMEM mit 0,2 % BSA 
(w/v) erhielten 55,6 µg rekombinantes Apo D/H3 - Progesteron. Es wurde zu den 
Zellen entweder 100 µg GST-RAP / ml oder 50 µg GST/ml. Nach einer 
Inkubation über die angegebenen Zeitintervalle bei 37°C wurde die Menge an 
radiomarkiertem Progesteron in den Zellen gemessen. 
Ohne die Zugabe von RAP als Inhibitor konnte in der Tat eine zeitabhängige 
Akkumulation von Progesteron in den BN 16 Zellen gemessen werden 
(Abb.4.11.). Durchschnittlich 343 ng des Komplexes wurden binnen vier Stunden 
in die Zellen aufgenommen. Wie bereits in Absatz 4.3.4. beschriebenen, diente die 
Zugabe von GST der Kontrolle, dass der GST-Anteil im  GST-RAP 
Fusionsproteins nicht der blockierende Teil war. Jedoch reduziert die Zugabe von 
GST-RAP zum Assay nicht die Aufnahme und Akkumulation von Progesteron. 
Es kann zusammenfassend gesagt werden, dass sich Progesteron in BN 16 Zellen 
zeitabhängig ansammelt. Jedoch kann nicht von einer rezeptorvermittelten 
Aufnahme gesprochen werden, wenigstens nicht, was Megalin betrifft. Wäre 
Megalin an der Endozytose von Progesteron im Komplex mit Apo D beteiligt, 
ließe sich die Aufnahme durch eine Zugabe von RAP hemmen. Dieses konnte nur 
für Apo D ohne Progesteron gezeigt werden. 
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4.4.  CCSP BIAcore Analysen 
Dieser Teil der Arbeit diente der Untersuchung, ob Megalin der Rezeptor ist, 
welcher das Trägerprotein CCSP bzw. CCSP im Komplex mit einem Liganden 
durch Endozytose in Gewebe aufnimmt.  
Dafür wurde das Hauptaugenmerk auf den proximalen Tubulus der Niere 
gerichtet, da von diesem Gewebe bekannt ist, dass es für Wiederaufnahme von 
CCSP und CCSP/PCB aus dem glomerulären Filtrat verantwortlich ist (Stripp et 
al., 1996).  
Von Megalin sind bereits mehrere Funktionen in der Niere bekannt. Megalin ist 
für die Rückgewinnung von bestimmten Vitaminen im Komplex mit ihren 
Trägerproteinen aus dem glomerulären Filtrat verantwortlich. Zu diesen 
Komplexen gehören 25-OH Vitamin D3/Vitamin D-bindendes Protein, Vitamin 
A/Retinol-bindendes Protein und Vitamin B12/Transcobalamin (Nykjaer et al., 
1999, Christensen et al., 1999, Moestrup et al., 1998).  
Neben Megalin ist allerdings auch ein zweiter Endozytoserezeptor im Epithelium 
des proximalen Tubulus der Niere beschrieben worden (zusammengefasst von 
Christensen et al., 1998). Dieser zweite Rezeptor heißt Cubilin, es ist ein 
peripheres Membranprotein. Von Cubilin ist bekannt, dass es in der Resorption 
von Albumin involviert ist (Birn et al., 2000a). Ich habe also im Folgenden beide 
Endozytoserezeptoren parallel untersucht. 
4.4.1.  CCSP - Bindung an Cubilin und Megalin 
Um zu testen, ob einer der beiden Rezeptoren ebenso für die tubuläre Aufnahme 
von CCSP verantwortlich sein könnte, wurde durch BIAcore Analysen untersucht, 
ob CCSP an Cubilin oder Megalin bindet.  
Für diese Versuche wurde jeweils gereinigtes CCSP aus einer Spülung der 
Lungen mit steriler Kochsalzlösung (Lavage) der Ratte in einer Konzentration von 
1 µM verwendet. Es wurde der relativen Anstieg von BIAcore Response Units im 
Vergleich zu einer Kontrollflüssigkeit gemessen und im folgenden Diagramm 
aufgetragen (Abb. 4.12.). 
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Abb. 4.12. BIAcore Analyse der CCSP - Bindung an  Cubilin und Megalin 
Immobilisiertes Megalin (25 fmol / mm2) und Cubilin (40 fmol / mm2) auf einem 
BIA Sensor Chip wurden mit gereinigtem CCSP aus einer Lungen-Lavage der 
Ratte in einer Konzentration von 1 µM inkubiert. Nach 600 Sekunden wurde 
begonnen, CCSP mit Puffer  wieder auszuwaschen. 
Es konnte eine Bindung von CCSP an Cubilin, jedoch keine an Megalin 
beobachtet werden. 
Die obere Kurve zeigt die Bindung von CCSP an Cubilin. Knapp 60 Response 
Units konnten gemessen werden. 
Der Abfall der Kurve erfolgte nach 600 Sekunden, da zu dem Zeitpunkt aus dem 
Fließstrom das CCSP weggelassen wurde und nur noch Puffer über den mit 
Cubilin  beschichteten Sensorchip floss und so CCSP wieder auswusch.  
Die untere Kurve zeigt, dass CCSP nicht an Megalin bindet, da kein Anstieg zu 
erkennen ist. 
4.4.2.  Bindungsaffinität von CCSP an Cubilin 
Da CCSP offenbar an Cubilin bindet, sollte die Bindungsstärke zwischen CCSP 
und Cubilin quantifiziert werden. Für die Berechnung des Kd-Wertes wurden 
verschiedene Konzentrationen von CCSP aus der Lungen-Lavage einer Ratte über 
immobilisiertes Cubilin geleitet. 
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Abb. 4.13. Kalkulation der Bindungsaffinität von CCSP an Cubilin  
Immobilisiertes Cubilin (40 fmol/mm2) auf einem BIA Sensor Chip wurden mit 
gereinigtem CCSP aus einer Lungen-Lavage der Ratte in einer Konzentration 
von 1 µM, 500 nM, 200 nM, 100 nM und 50 nM inkubiert. Nach 600 Sekunden 
wurde begonnen, CCSP mit Puffer wieder auszuwaschen. Aus den kinetischen 
Parametern wurde ein Kd-Wert von 56 nM errechnet. 
Erwartungsgemäß zeigte sich mit steigender CCSP-Konzentration in dem 
Fließstrom ein Anstieg der Response Units (Abb.4.13.). 
Aus den kinetischen Parametern konnte mit Hilfe der BIAevaluation 3.0-Software 
ein Kd-Wert von 56 nM für die Bindung von CCSP aus der Lavage einer Ratte an 
Cubilin errechnet werden. Ersetzte man dieses natürliche Protein durch 
rekombinantes Ratten-CCSP wurde eine geringfügig kleinere Affinität von 400 
nM gemessen. Diese Daten sind hier nicht gezeigt. 
4.4.3.  CCSP Bindung an Cubilin in Abhängigkeit von Kalzium und Magnesium 
Um die Bindung von CCSP an Cubilin noch detaillierter beschreiben zu können, 
wurde EDTA, ein Chelatbildner für Kalziumionen in den Bindungspuffer und 
somit in den Versuchsablauf zugegeben.  
Es wurden jeweils 0,5 µM rekombinantes Ratten-CCSP in Anwesenheit (Abb. 
4.14., unteren Kurve) oder Abwesenheit von 20 mM EDTA (Abb. 4.13., oberer 
Kurvenverlauf) über den Cubilin beschichteten Sensorchip geleitet.  
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Abb. 4.14. CCSP-Bindung an Cubilin ist durch EDTA Zugabe inhibierbar 
Die Bindung zu immobilisiertem Cubilin (40 fmol/mm2) auf einem BIA Sensor 
Chip wurde mit 0,5 µM rekombinanten CCSP der Ratte in Anwesenheit (untere 
Kurve) und in Abwesenheit (obere Kurve) von 20 mM EDTA getestet.  
Ohne Zugabe von EDTA wurde ein normaler Kurvenverlauf und damit eine 
ungehinderte Bindung von CCSP an Cubilin beobachtet (obere Kurve). Die 
deutlich flachere, untere Kurve bei Zugabe des Kalziumionen bindenden 
Chelatbildners EDTA zeigt, dass die Bindung von CCSP an Cubilin abhängig von 
der Anwesenheit von Kalziumionen ist. Ohne Kalziumionen ist nur eine geringe 
Bindung messbar.  
4.4.4.  Inhibierung der CCSP Bindung zu Cubilin durch RAP 
Des Weiteren wurde getestet, welche Konsequenzen die Zugabe von RAP zu dem 
Bindungsversuch hat. RAP ist ein zelluläres Chaperone, das nicht nur, wie bereits 
erwähnt, an alle Mitglieder der LDL R Gen Familie, sondern auch Cubilin bindet. 
Gibt man rekombinantes RAP in vitro zu Cubilin, kann man die Bindung von 
Liganden an den Rezeptor verhindern (Kristiansen et al., 1999). Ob dieses auch 
für CCSP gilt, sollte im folgenden Versuch in Erfahrung gebracht werden. Hierzu 
wurde Cubilin mit 10 µM RAP vorinkubiert und die resultierenden Response 
Units wurden gemessen. Nach 700 Sekunden wurde in den Fließstrom zusätzlich 
10 µM RAP oder 0,5 µM rekombinantes Ratten-CCSP injiziert. 
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Abb. 4.15. CCSP-Bindung an Cubilin ist durch RAP blockierbar 
Cubilin auf dem BIA Sensor Chip (40 fmol/mm2) wurde mit 10 µM RAP 
vorinkubiert. Über diesen Komplex wurde dann eine Lösung mit 0,5 µM 
rekombinantem CCSP oder 10 µM RAP geleitet. Weder RAP noch CCSP 
verursachten einen weiteren Anstieg der Response Units (oberer Kurvenverlauf). 
Der untere Kurvenverlauf beschreibt das Bindungsverhalten von CCSP ohne 
Vorinkubation mit RAP. 
Die obere Kurve in Abb. 4.15. zeigt die Bindung von CCSP an Cubilin bei einer 
Vorinkubation des Rezeptors mit RAP. Erwartungsgemäß wird eine erhebliche 
Bindung (400 Response Units) angezeigt, da RAP bekanntlich sehr stark an 
Cubilin bindet. Eine weitere Bindung von RAP oder auch von CCSP ist nicht 
mehr möglich. Zu den durch die Pfeile angezeigten Zeitpunkten wurde jeweils 
eins der Proteine zugegeben, doch ein weiteres Ansteigen der Kurve wurde nicht 
beobachtet. Die untere Kurve der Abb. 4.15. zeigt noch einmal die Situation ohne 
Vorinkubation mit RAP. Hierbei ist der veränderten Maßstab der Y-Achse im 
Vergleich zu den bisherigen Abbildungen zu beachten. Ohne Vorinkubation mit 
RAP bindet CCSP zu Cubilin, welches mit circa 50 Response Units sichtbar 
wurde. Dieses Experiment macht deutlich, dass CCSP und RAP an die gleichen 
Epitope von Cubilin binden, da RAP eine Bindung von CCSP an Cubilin 
vollständig unterbinden kann. 
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4.5.  CCSP in vitro 
Bisher konnte die spezifische und Kalziumionen-abhängige Bindung von CCSP 
zu Cubilin, einem peripheren Membranprotein, welches unter anderem im  
proximalen Tubulus der Niere exprimiert wird, gezeigt werden. Da tubuläre 
Epithelzellen CCSP in vivo aufnehmen (Brandt et al., 1985), wurde in den 
folgenden Experimenten untersucht, ob die Bindung von CCSP an Cubilin zur 
Endozytose des Proteins führt. Auch in diesem Versuch sollten Karzinomazellen 
des Dottersacks von Brown Norway Ratten (BN 16) als Zellmodell dienen, da 
beschrieben wurde, dass diese neben Megalin auch hinreichende Mengen an 
Cubilin exprimieren (Le Panse et al., 1997a). 
4.5.1.  BN 16 Zellen als Zellmodell  
Zunächst wurde mit Hilfe der Western-Blot Analys überprüft, ob die verwendeten 
BN 16 Zellen tatsächlich genügende Mengen Cubilin und Megalin produzieren 
(Abb.4.16.). Es wurden 10 (Spur 1) oder 1 µg (Spur 2) der Zellmembranen in 
einer nicht reduzierenden 4-12 % SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine 
Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membran mit Spur 1 wurde mit einem 
Kaninchen Anit-Cubilin IgG und die mit Spur 2 mit einem Schaf Anti-Megalin 
IgG inkubiert. Gebundene Antikörper wurden mittels Chemolumineszenz sichtbar 
gemacht.  
Abb. 4.16. Western Blot Analyse von 
BN 16 Membranen  
10 µg aufgereinigte Membranen von BN 16 
Zellen in Spur 1 und 1 µg in Spur 2 wurden 
in einer SDS - PAGE aufgetrennt. Durch 
Western-Blot Analyse konnte dargestellt 
werden, dass BN 16 Zellen Cubilin und 
Megalin auf ihrer Zelloberfläche 
exprimieren. Die Positionen der 
Markerproteine mit den Größen 250 kDa 
und 98 kDa sind angezeigt.  
Megalin 
98 kDa
250 kDa
Cubilin
 
Die Tatsache, dass BN 16 Zellen Cubilin und Megalin exprimieren, konnte durch 
Western Blot Analyse bestätigt werden. Zusätzlich konnte festgestellt werden, 
dass keiner der eingesetzten Antikörper kreuzreagiert, d.h., der Anti-Cubilin 
Antikörper erkennt nicht Megalin oder umgekehrt. Auf dieses Ergebnis werde ich 
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später noch einmal zurückkommen. Da BN 16 Zellen die Rezeptorausstattung von 
Zellen des proximalen Tubulus der Niere besitzen, wurden sie im Folgenden 
genutzt, um zu untersuchen, ob die Bindung von CCSP an Cubilin zur Endozytose 
des Proteins führt. 
4.5.2.  CCSP - Aufnahme und Degradation durch BN 16 Zellen 
Durch Aufnahme- und Degradationsstudien sollte aufgeklärt werden, ob es zu 
einer zeitabhängigen Aufnahme und einem darauffolgenden lysosmalen Abbau 
des Proteins kommt. Hierzu wurde zunächst rekombinantes CCSP mit 125Jod 
radioaktiv markiert. Es besaß eine spezifische Aktivität von 1754 cpm/ng. BN 16 
Zellen in 0,5 ml gutaminfreiem DMEM mit 0,2 % (w/v) BSA erhielten 230 ng des 
rekombinanten 125J - CCSP pro ml Medium. Zusätzlich enthielt das Medium 
entweder 100 µg / ml Glutathion S-Transferase-RAP Fusionsprotein (GST-RAP), 
50 µg / ml Glutathion S-Transferase (GST) oder 200 µM Chloroquin. Nach einer 
Inkubation bei 37°C wurde in Abständen von einer Stunde die Menge an 
radioaktiven Abbauprodukten, welche in das Medium ausgeschieden wurde, 
gemessen (Abb.4.17.). 
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Abb. 4.17. Degradation von rekombinantem CCSP durch BN 16 Zellen 
BN 16 Zellen in 0,5 ml glutamin- und serumfreiem DMEM mit 0,2 % BSA (w/v) 
erhielten 230 ng rekombinantes 125J-CCSP / ml. Es wurde zu den Zellen entweder 50 
µg GST / ml, 100 µg GST-RAP / ml oder 200 µM Chloroquin gegeben. Nach einer 
Inkubation über die angegebenen Zeitintervalle bei 37°C wurde die Menge an 
radiomarkierten Abbauprodukten im Medium gemessen. Die Daten repräsentieren 
die  Mittelwerte und die Standartabweichungen von insgesamt drei Versuchen.  
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Ohne die Zugabe von Inhibitoren wurden binnen einer Stunde durchschnittlich 
13,5 ng, nach zwei Stunden 95ng, nach drei Stunden 135 ng und nach vier 
Stunden 186,5 ng 125J-CCSP pro mg BN 16 Zellen, in die Zellen aufgenommen 
und degradiert.  
Die Zugabe von GST diente der Verifizierung, dass der blockierende Teil des 
GST-RAP Fusionsproteins das RAP war. Die Zugabe von GST-RAP zum Assay 
verhindert deutlich die Aufnahme und den Abbau von CCSP.  
Nach einer Stunde vermochte RAP eine Aufnahme komplett zu blockieren, nach 
vier Stunden wurden im Vergleich zu der ungehinderten Aufnahme immerhin 31 
% degradiertes 125J-CCSP im Zellüberstand vorgefunden. 
Mit Zugabe von Chloroquin, einem Inhibitor lysosomaler Degradation, konnte 
dieser Effekt noch verstärkt werden. Nach vier Stunden konnten lediglich 8,6 % 
des Normalwertes gemessen werden. 
Es kann zusammenfassend gesagt werden, dass sowohl durch RAP, als auch 
durch Chloroquin die Degradation von CCSP in erheblichen Maße reduziert 
wurde. 
4.5.3.  Inhibierung der CCSP Aufnahme durch Antikörpern 
Zur Bestätigung, dass der zelluläre Katabolismus von CCSP wirklich abhängig 
von der Anwesenheit Cubilins ist, wurden Antikörper gegen Cubilin den 
Aufnahme- und Degradationsstudien zugegeben, um so spezifisch diesen 
Rezeptor und nicht Endozytose im allgemeinen zu unterbinden. 
Für diesen Versuch erhielten BN 16 Zellen wiederum glutaminfreies DMEM mit 
0,2 % (w/v) BSA, diesmal in einem Volumen von 0,25 ml.  
In den verschiedenen Versuchen wurden 270-450 ng/ml 125J-CCSP mit einer 
spezifische Aktivität von 1754 cpm/ng zugegeben.  
Zusätzlich wurden 200 µg IgGs/ml dem Zellmedium zugegeben. Außer dem 
Antikörper gegen Cubilin wurden als Kontrollen nicht-immune IgGs und ein 
Antiserum gegen Megalin verwendet.  
Nach einer Inkubation von zwei Stunden bei 37°C wurde die Menge der 
radioaktiven Abbauprodukte im Zellüberstand bestimmt. 
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Abb. 4.18. Inhibierung des Abbaus von rekombinantem CCSP durch 
Zugabe  von Anti-Megalin und Anti-Cubilin IgGs 
BN 16 Zellen in 0,25 ml glutamin- und serumfreiem DMEM mit 0,2 % BSA (w/v) 
erhielten 270-450 ng rekombinantes 125J-CCSP/ml. Es wurde zu den Zellen 
zusätzlich die angegebenen gereinigten IgGs gegeben. Nach einer Inkubation von 2 
Stunden bei 37°C wurde die Menge an radiomarkierten Abbauprodukten im 
Medium gemessen. Die Daten repräsentieren die  Mittelwerte und die 
Standartabweichungen von insgesamt drei Versuchen 
Der Kontrollwert (100%), mit dem alle Abbauraten hier verglichen wurden, 
wurde ohne Zugabe jeglicher Antikörper ermittelt. Er liegt je nach Zelldichte 
zwischen 70 und 450 ng CCSP pro mg Zellprotein. Dieser Wert ist hier nicht 
gesondert aufgeführt. Wie erwartet führte die Zugabe von Anti-Cubilin IgG zum 
Zellmedium (Abb. 4. 18. Spur 1) zu einer drastischen Verringerung der 
Degradation von CCSP. Ein unspezifisches Kaninchen IgG behindert in keiner 
Weise den zellulären Abbau von CCSP  (Spur 2). Jedoch wurde die CCSP 
Degradation überraschender Weise durch die Beifügung eines Anti-Megalin IgGs 
(Spur 3) fast ebenso stark inhibiert, wie durch die Zugabe von Anti-Cubilin. Spur 
4 zeigt dass ein nicht-immunes Schaf IgG keine Auswirkungen auf die 
Internalisierung und Degradation von CCSP hatte. Eine kombinierte Gabe von  
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Anti-Cubilin und Anti-Megalin führte zu einem kompletten Ausbleiben des CCSP 
Abbaus (Abb. 4. 18. Spur 5). In Spur 6 ist der Effekt von kombinierter Beifügung 
beider Kontroll-Antikörper gezeigt. Wie bereits in Absatz 4.6.1. erwähnt, 
erkennen die Anti-Megalin IgGs Cubilin nicht. Daher ist die beobachtete 
Inhibierung des CCSP Abbaus bei Zugabe von Anti-Megalin Antikörpern nicht 
durch eine direkte Bindung der Anti-Megalin IgGs erklärbar. Vielmehr ist die 
Degradation von CCSP durch BN 16 Zellen abhängig von Megalin, einem 
Rezeptor, der nicht CCSP bindet (Abb. 4.12.). Dieser Befund ist insofern höchst 
interessant, da er frühere Hypothesen über die Wirkungsweise von Cubilin 
unterstützt. Cubilin ist ein Protein ohne transmembrane oder zytoplasmatische 
Domänen, welches nur lose mit der Plasmamembran assoziiert ist. Da Cubilin 
aber in vitro zu Megalin binden kann, wurde vermutet, dass Cubilin im 
Zusammenspiel mit Megalin als Endozytoserezeptor wirken könnte (Moestrup et 
al., 1998, Hammad et al., 2000). Möglich wäre es, dass Cubilin durch die Bindung 
von inhibierenden Antikörpern an Megalin selbst nicht mehr an Megalin binden 
kann. Dadurch wäre die Aufnahme von Liganden durch Cubilin bei BN16 Zellen 
behindert.  
4.6.  CCSP in vivo 
Um zu bestätigen, dass ein Aufnahmemechanismus durch solch ein „Rezeptoren-
Doppel“ auch in vivo existiert, wurde der CCSP-Metabolismus der Niere in 
Patienten mit einem Defekt im für Cubilin codierenden Gen oder in einem 
Mausmodell mit einer Megalin Defizienz untersucht. Wäre die Theorie korrekt, 
dass CCSP nur durch das Zusammenspiel von Megalin und Cubilin in die Zellen 
des proximalen Tubulus aufgenommen werden kann, sollten Nieren, denen einer 
der beiden Rezeptoren fehlt, CCSP im Urin ausscheiden. 
4.6.1.  CCSP im Urin von Patienten mit einer Cubilin Defizienz  
Zunächst wurde der Urin hinsichtlich einer CCSP-Exkretion bei Patienten mit 
dem Imerslund-Grasbeck Syndrom untersucht. Dieses Syndrom resultiert aus 
einem ererbten Defekt im Gen codierend für Cubilin (Aminoff et al., 1999). Als 
Kontrollen wurden Patienten mit einem Fanconi-Syndrom der Niere analysiert. 
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Sie leiden an einem generellen Defekt in der tubulären Rückaufnahme von 
Proteinen und scheiden daher zahlreiche Plasmabestandteile aus, die im 
Normalfall im proximalen Tubulus der Niere reabsorbiert werden. Es wurden 
jeweils 5 µl Urin von zwei gesunden Menschen (Abb. 4.19. Spur 1 und 3), zwei 
Patienten mit Imerslund-Grasbeck Syndrom (Spur 2 und 4) und einem Fanconi-
Patienten (Spur 5) aufgetragen und in einer 4-20 % nicht-reduzierenden SDS-
PAGE aufgetrennt, dann auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die 
Membran wurde im oberen Teil mit einem Antiserum, das gegen humanes  CCSP 
gerichtet war und im unteren Teil mit einem Antikörper gegen humanes β-2 
Mikroglubulin (β-2M) inkubiert. Gebundene Antikörper wurden mittels 
Chemolumineszenz sichtbar gemacht.  
Abb. 4.19. Exkretion von CCSP 
im Urin von Imerslund - 
Grasbeck Syndrom 
Patienten  
5 µl Urin von zwei Patienten mit 
Imerslund - Grasbeck Syndrom 
(Imers.), einem mit einem 
Fanconi - Syndrom (Fanconi) und 
zwei gesunde Kontrollen (Kontro) 
wurden in einer SDS-PAGE 
aufgetrennt und durch Western-
Blot Analyse konnte die 
Ausscheidung von CCSP und β-2 
Mikroglubulin dokumentiert 
werden 
   1          2          3           4             5 
Kontro.  Imers. Kontro.  Imers.  Fanconi  
CCSP
β-2 Mikroglubulin
Deutlich sichtbar ist, dass Patienten mit einem Imerslund-Grasbeck Syndrom 
erhebliche Mengen CCSP mit ihrem Urin ausscheiden (Abb. 4.19.  Spur 2 und 4). 
Bei gesunden Menschen ist dieses nicht zu beobachten (Spur 1 und 3). Allerdings 
wurden gleiche Mengen CCSP auch im Urin von Fanconi-Patienten nachgewiesen 
(Spur 5). Da Patienten mit einem Imerslund-Grasbeck Syndrom im Gegensatz zu 
Fanconi-Patienten nicht an einem generellen und unspezifischen Defekt in der 
tubulären Rückaufnahme von Proteinen leiden, konnte in ihrem Urin kein β-2 
Mikroglubulin nachgewiesen werden. Es wird als ein Markerprotein für eine 
tubuläre Fehlfunktion angesehen (Pergande et al., 1994) und ist deutlich sichtbar  
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in Spur 5, dem Urin des Fanconi-Patienten. Insgesamt wurden vier Patienten mit 
Imerslund-Grasbeck Syndrom, drei mit einem Fanconi-Syndrom und sechs 
Kontrollen analysiert. Alle Proben stimmten mit den hier in Abb. 4.19. gezeigten 
Ergebnissen überein. Diese Analysen ergaben, dass Patienten mit einer generellen 
Cubilin Defizienz CCSP in ihrem Urin ausscheiden und, dass die Exkretion von 
CCSP nicht auf einen unspezifischen Defekt in der tubulären Reabsorbtion 
zurückzuführen ist. 
4.6.2.  CCSP im Urin Megalin defizienter Mäuse 
Da bisher noch keine Patienten mit einer Megalin Defizienz beschrieben worden 
sind, wurden für die weiteren Untersuchungen Megalin Knockout Mäuse 
herangezogen. Hierzu wurden je 15 µl Urin von zwei Kontrolltieren und drei 
Megalin defizienten Mäusen in einer 4-20 %  nicht-reduzierenden SDS-PAGE 
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Diese wurde dann 
mit einem Antiserum, das gegen CCSP aus der Ratte gerichtet war inkubiert. 
Gebundene Antikörper wurden durch Chemolumineszenz sichtbar gemacht.  
Abb. 4.20. Ausscheidung von 
CCSP im Urin von 
Megalin defizienten 
Mäusen 
Je 15 µl Urin von drei Megalin 
defizienten Mäusen (-/-) und zwei 
Kontrollen (+/+) wurden in einer 
SDS-PAGE aufgetrennt. Durch 
Western-Blot Analyse konnte die 
Ausscheidung von CCSP im Urin 
der Knockout Mäuse 
dokumentiert werden. Die 
Positionen der Markerproteine 
sind angezeigt 
 
64 kDa –
 
 
30 kDa –
 
16 kDa –
  6 kDa –
 Megalin +/+ -/- -/- +/+ -/-  
Tatsächlich ist CCSP im Urin von Megalin defizienten Mäusen, jedoch nicht im 
Urin von Kontrolltieren nachweisbar(Abb.4.20.). Mit diesem Ergebnis wird die 
Hypothese, dass beide Rezeptoren für die tubuläre Aufnahme von CCSP  
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verantwortlich sind,  unterstützt. Tiere, die nur Cubilin, aber kein Megalin 
besitzen, scheiden CCSP in ihrem Urin genauso aus, wie Patienten, die zwar 
Megalin in der Niere exprimieren, aber kein Cubilin. 
4.6.3.  CCSP Lokalisation in der Niere 
Die fehlende Aufnahme von CCSP in der Niere Megalin defizienter Mäuse wurde 
weiterhin durch eine immunohistochemische Analyse von murinen 
Nierenschnitten bestätigt. Hierzu wurden Parafinschnitte von Nieren Megalin 
defizienter Mäuse und von Kontrolltieren mit einem Antiserum gegen CCSP aus 
der Ratte gefärbt.  
 
Megalin Megalin
Abb. 4.21. Immunhistochemische Analyse von CCSP in der murinen Niere  
Nachweis von CCSP in Parafinschnitten der Niere von Megalin defizienten 
Mäusen (-/-) und Kontrolltieren (+/+). Durch die Pfeile wird auf apikalen 
Endosomen und Lysosomen hingewiesen. Die Vergrößerung beträgt rechts 1: 1050 
und links 1: 700. 
In Abb. 4.21. ist links der Schnitt einer Kontrollniere zu sehen, rechts der einer 
Megalin Knockout Maus. 
Die Pfeile markieren das in Endosomen und Lysosomen lokalisierte CCSP in 
Zellen des proximalen Tubulus der Kontrollniere und weisen auf eine Aufnahme 
des Proteins aus dem glomerulären Filtrats hin. In der Megalin defizienten Maus 
ist kein intrazelluläres CCSP im proximalen Tubulus der Niere nachweisbar. 
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4.6.4.  Cubilin in der Niere 
Um die Folgen einer Megalin Defizienz auf die Expression des funktionalen 
Cubilin Rezeptors zu untersuchen, wurde die immunohistochemischen Analysen 
von murinen Nierenschnitten  auf den Nachweis von Cubilin ausgedehnt. Hierzu 
wurden Parafinschnitte von Nieren von Megalin defizienten Mäusen und 
Kontrolltieren mit einem Antiserum gegen Cubilin inkubiert. Diese Antikörper 
wurden durch Fluoreszenz sichtbar gemacht.  
Cubilin Cubilin  
Abb. 4.22. Immunhistochemische Analyse von Cubilin in der murinen Niere 
Nachweis von Cubilin in Parafinschnitten der Niere von Megalin defizienten 
Mäusen (-/-) und Kontrolltieren (+/+). Bei Wildtyp Mäusen ist im Gegensatz zu 
den Knockout Tieren Cubilin in hoher Dichte um das Lumen des proximalen 
Tubulus exprimiert. Vergrößerung beträgt 1: 1400. 
In Abb. 4.22. ist bereits bei relativ geringer Vergrößerung zu sehen, dass in der 
Niere der Megalin defizienten Maus weit weniger Cubilin ausgebildet wird. 
Während im linken Bild, dem Nierenschnitt der Wildtyp Maus der Bürstensaum 
des proximalen Tubulus der Niere stark gefärbt ist, sind in der Knockout Maus 
nur geringfügige Anfärbungen zu erkennen. 
Eine genauere Lokalisation von Cubilin  in der Niere ist durch 
Elektronenmikroskopie möglich. Dieses Experiment wurde im Labor von Erik 
Christensen, Department für Zellbiologie der Universität Aarhus mit seiner 
freundlichen Unterstützung durchgeführt. Es wurden ultradünne Gefrierschnitte 
der Nieren von Megalin defizienten Mäusen (Abb. 4.23. oberes Bild) und Wildtyp 
Kontrollnieren (unteres Bild) mit einem Antiserum gegen Cubilin inkubiert, dem 
eine Inkubation mit ein goldgekoppeltem Sekundärantikörper und eine 
elektronenmikroskopischen Aufnahme folgte.  
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Megalin 
Megalin 
Abb. 4.23. Elektronenmikroskopische Untersuchung auf Cubilin in der 
Niere der Maus 
Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Schnitten durch die proximalen 
Tubuli der Nieren von Wildtyp Mäusen (oben, +/+) und Megalin defizienten 
Tieren (unten, -/-). Die Pfeile im oberen Abschnitt markieren die dichten, 
apikalen Tubuli. Im unteren Bild markieren die Pfeile Transportvesikel.
 
BS = Bürstensaum, E = Endosomen; Vergrößerung 1: 70000 
In der elektronenmikroskopischen Analyse wurde Cubilin in Endosomen und 
Membranvesikeln gefunden, die eine recycelnde Aufgabe ausüben, sogenannte 
dichte, apikale Tubuli. Sie dienen der Rückführung  von internalisierten 
Rezeptoren an die Zelloberfläche. Diese Beobachtung deckt sich mit der 
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beschriebenen Funktion Cubilins als Endozytoserezeptor. In der Megalin 
defizienten Maus hingegen wurde Cubilin nicht in dichten, apikalen Tubuli oder 
Endosomen gefunden. Die angezeigten Membranvesikel sind von geringerer 
Dichte, es dürfte sich bei ihnen um Vesikel handeln, die neu synthetisiertes 
Cubilin vom Trans-Golgi Netzwerk an die Oberfläche transportieren. Es bleibt 
festzuhalten, dass die Gesamtmenge an Cubilin in der Niere Megalin defizienter 
Mäuse deutlich reduziert ist. Unterstützt wird dieses Ergebnis durch eine Western-
Blot Analyse, in der Membranextrakte von Nieren Megalin defizienter Mäuse 
direkt mit denen von Kontrolltieren verglichen wurde. Jeweils 10 µg 
Nierenmembranen pro Spur wurden in einer 4-16 % SDS-PAGE aufgetrennt und 
auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der obere Teil dieser Membran 
wurde mit einem Antikörper gegen Cubilin, der untere Teil in seiner Funktion als 
Ladekontrolle mit einem Antikörper gegen RAP inkubiert.  
Abb. 4.24. Western-Blot Analyse 
der murinen 
Nierenmembran auf Cubilin 
Nierenmembranenproteine (10 µg 
Protein) von Megalin Knockout 
Mäusen (Spur 1, 3 und 5) und von 
Kontrollen (2 und 4) wurden in der 
SDS-PAGE aufgetrennt. Durch 
Western-Analyse wurde Menge an 
membranassoziiertem Cubilin 
dargestellt (obere Bande). Als 
Kontrolle für eine gleichmäßige 
Beladung wurde RAP angefärbt. Die 
Positionen der Markerproteine sind 
angezeigt. 
Cubilin
250 –
98 –
64 –
50 –
36 –
30 –
16 –
RAP
 Megalin -/- +/+ -/- +/+ -/-
In Abb. 4.24. Spur 1, 3 und 5 in sind die Nierenmembranen von Megalin 
defizienten Tieren aufgetragen. Die Menge an Cubilin ist im Vergleich zu denen 
der Kontrolltiere in Spur 2 und 4 reduziert. Diese Resultate bedeuten, dass in 
Megalin defizienten Nieren die Ausstattung mit Cubilin reduziert ist.  
4.6.5.  CCSP in der Lunge 
Die bisherigen Versuche haben demonstriert, dass CCSP im proximalen Tubulus 
der Niere vermittelt durch das Rezeptoren-Doppel Cubilin und Megalin 
aufgenommen wird. 
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Als nächstes wurde untersucht, ob dieser Mechanismus auch in der Lunge für den 
CCSP Katabolismus  verantwortlich ist. Da kein Lungenmaterial von Patienten 
mit einem Imerslund-Grasbeck Syndrom zur Verfügung stand, wurde das 
Hauptaugenmerk auf die Lungen von Megalin defizienten Mäusen gelegt.  
4.6.5.1.  Gesamtproteinbild bei Megalin defizienten Tieren und Kontrollen  
Zu diesem Zweck wurde die bronchio-alveolare Lavage von Megalin Knockout 
Mäusen mit der von Wildtypen verglichen.  
Hierzu wurden je 5 µg Protein aus der Lungen-Lavage von Wildtyp Mäusen 
(Abb. 4.25. Spur 2, 3 und 5), sowie von Knockout Mäusen (Spur 1 und 4) in einer 
4-15 %, reduzierenden oder nicht-reduzierenden SDS-PAGE aufgetrennt und mit 
Silbernitrat gefärbt.   
Abb. 4.25. Analyse der 
bronchio-alveolaren 
Lavage von Megalin 
Knockout Mäusen und 
Wildtypen 
Lavage-Flüssigkeit der Lunge (5 
µg Protein) von Megalin 
Knockout Mäusen (Spur 1 und 
4) und von Kontrollen (2, 3, 5, 
6) wurden in der SDS-PAGE 
aufgetrennt und mit Silbernitrat 
gefärbt. Die Positionen der 
Markerproteine sind angezeigt 
reduziert nicht-reduziert
250 kDa
98 kDa
50 kDa
30 kDa
16 kDa
   1      2       3            4      5    6 
Es konnte weder im reduzierten noch im nicht-reduzierten Zustand ein 
offensichtlicher Unterschied im Gesamtproteinmuster entdeckt werden.  
4.6.5.2.  CCSP-Quantifizierung in der Lavage von Megalin Knockout und 
Kontrolltieren 
Um doch noch eventuelle Unterschiede in der Menge an CCSP in den Lungen-
Lavages nachzuweisen, wurde der nicht-reduzierende Teil einer identischen SDS-
PAGE wie unter 4.7.5.1. beschrieben auf eine Nitrozellulosemembran transferiert 
und mit einem Antiserum gegen CCSP aus der Ratte inkubiert (Abb.4.26.).  
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Abb. 4.26. Western-Blot 
Analyse der bronchio-
alveolaren Lavage von 
Megalin Knockout 
Mäusen und Wildtypen  
Lavage-Flüssigkeit der Lunge 
(5µg Protein) von Megalin 
Knockout Mäusen (Spur 1) und 
von Kontrollen (2 und 3) 
wurden in der SDS-PAGE 
aufgetrennt und durch Western-
Blot Analyse wurde die 
Anwesenheit von CCSP in allen 
Proben dokumentiert. Die 
Positionen der Markerproteine 
sind angezeigt. 
 
18,4 kDa
14,2 kDa
6,2 kDa
Spur 1 2 3 
Megalin -/- +/+ +/+ 
In Spur eins ist die Lavage eines Megalin defizienten Tieres aufgetragen. Sie ist in 
Hinblick auf die Menge CCSP, die sich in der Lunge befindet, nicht von denen 
der Kontrolltiere zu unterscheiden.  
Dieses Ergebnis bedeutet, dass in Megalin defizienten Lungen sich keine größeren 
Mengen CCSP ansammeln. Es schließt jedoch nicht aus, dass ein alternativer 
Rezeptor für den Katabolismus von CCSP in der Lunge existiert.  
Mit diesen Resultaten konnte erstmalig gezeigt werden, dass ein Co- 
Rezeptorsystem für die Resorption eines Proteins im proximalen Tubulus der 
Niere notwendig ist.  
Ein Rezeptor in diesem „Doppel“ ist Megalin, ein Vertreter der LDL R Gen 
Familie. Der andere Mitspieler ist Cubilin, ebenfalls ein extrem großer, 
multifunktioneller Rezeptor, dem allerdings eine Transmembrandomäne und ein 
zytoplasmatischer Anhang fehlt.  
CCSP bindet zuerst an Cubilin und der Komplex aus Rezeptor und 
Transportprotein assoziiert mit dem Endozytoserezeptor Megalin und wird in die 
Zellen aufgenommen.  
Fehlt Megalin oder Cubilin in der Niere, wird CCSP mit dem Urin ausgeschieden 
und ist für den Körper verloren. Die Niere ist das Gewebe, in dem CCSP 
normalerweise aus dem Primärharn rückresorbiert wird. Zu einer Anreicherung  
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des Proteins und einer darauf folgenden Zerstörung des Gewebes, kommt es, 
wenn CCSP im Komplex mit PCBs vorliegt.  
PCBs sind enzymatisch von uns nicht abbaubar sind. Folglich kommt es zu einer 
Einlagerung und Anreicherung.  
Utero- oder Blastokinin, Bezeichnungen für CCSP, die für das homologe Protein 
bei Hasenartigen üblich sind, weisen auf einen Wirkungsort von CCSP hin. 
Blastokinin wurde als der Bestandteil der uterinen luminalen Flüssigkeit 
beschrieben, der in vitro die Blastulation induziert und die Reifung der 
Blastozysten des Kaninchens fördert.  
Es ist also davon auszugehen, dass CCSP entweder durch sich selbst eine 
Signalkaskade anregt oder durch seine Aufnahme in Zellen im Uterus Substanzen 
zur Verfügung stellt, die unerlässlich für reproduktive Vorgänge sind. In beiden 
Fällen ist ein CCSP bindender Rezeptor notwendig. Von Megalin wissen wir nun, 
dass es die CCSP Aufnahme in die Niere vermittelt. Ich möchte im Folgenden 
darstellen, ob Megalin auch für eine CCSP Aufnahme im Uterus in Frage kommt 
und/oder welche Funktion Megalin im Uterus ausüben könnte. 
4.7.  Expression von Megalin im Uterus 
Interessanterweise bilden zirka 60 % der weiblichen Megalin Knockout Mäuse 
eine Anomalie der Geschlechtsöffnung aus (Abb.4.27.), die als vaginale 
Obstruktion oder Vaginalverschluß beschrieben wird. 
Abb. 4.27. Vaginalverschluss 
bei Megalin defizienten 
Mäusen  
Die Geschlechtsöffnung eines 
Megalin Knockout 
Weibchens  (links) und  
vergleichend die normale 
Entwicklung bei einem 
Kontrolltier (rechts). Die 
Vagina des Megalin 
defizienten Tieres bleibt 
durch eine Haut verschlossen, 
die sich üblicherweise mit 
Erreichen der 
Geschlechtsreife zurückbildet. 
 
-/- +/+ 
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Mäuseweibchen werden normalerweise mit einer geschlossenen Vagina geboren, 
die sich im Laufe ihrer Geschlechtsreife öffnet.  
Dieses ist ein von 17β-Östradiol abhängiger Vorgang (Allen et al., 1984). Im 
Durchschnitt öffnet sich die Vagina in der dritten bis vierten Woche nach der 
Geburt (Safranski et al., 1993). 
Es ist bisher nicht beschrieben worden, dass Progesteron in diesen Vorgang 
eingreift. CCSP als Transportmolekül für Progesteron sollte deshalb bei dem 
Verlust des die Vagina verschließenden Häutchens keine Rolle spielen.  
Eine Expression von Megalin im Uterus hingegen ist dokumentiert worden (Saito 
et al., 1994, Zheng et al., 1994). 
Der Rezeptor, exprimiert von Epithelzellen und dem Lumen zugewandt, kleidet 
das Innere des Uterus aus. Welche Funktion Megalin im Inneren des Uterus 
zukommt, ist bisher nicht bekannt.  
Es ist jedoch denkbar, dass Megalin hier, ähnlich wie im proximalen Tubulus der 
Niere, für z. B. die Endozytose von Steroiden verantwortlich ist. Progesteron und 
Östradiol sind nur die wichtigsten Hormone, die für einen geregelten Zyklus 
notwendig sind.  
Um Megalins Rolle in der Geschlechtsreifung und später während des Zyklus 
näher zu untersuchen, wurde zunächst eine detailierte Analyse der Expression des 
Rezeptors im Uterus, beginnend mit der postembryonalen Entwicklung bis zum 
Erwachsenenalter, unternommen. Diese Untersuchung sollte eine erste Auskunft 
liefern, ob die Rezeptorexpression abhängig vom Hormonstatus der Tiere ist. 
4.7.1.  Megalin  Expressionsmuster während der postnatalen Entwicklung 
Durch eine immunohistochemische Analyse des murinen Uterus soll dargestellt 
werden, zu welchem Zeitpunkt Megalin exprimiert wird. 
Arbeiten von Annette Hammes und Robert Spoelgen aus dem Labor von Thomas 
Willnow haben gezeigt, dass Megalin während der gesamten 
Embryonalentwicklung nicht im Uterus des Embryos nachgewiesen werden kann 
(persönliche  Kommunikation).  
Daher beschränkt sich meine Arbeit auf eine Untersuchung der postembryonalen 
Entwicklung der Tiere. 
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Hierzu wurden Parafinschnitte der Uteri in verschiedenen Entwicklungsstadien 
mit einem Antiserum gegen Megalin, das aus der Ziege gewonnen wurde, gefärbt. 
Zur besseren Orientierung wurden die Gewebe mit Mayers Hämalaun 
Färbelösung gegengefärbt. 
 
Tag 1 
Lumen  Epithel  Stroma
 
Abb. 4.28. Immunhistochemische Analyse von Megalin im murinen Uterus 
von Neugeborenen  
Megalin kann im Uterus von Mäusen am Tag nach ihrer Geburt nicht 
nachgewiesen werden. Gegenfärbung mit Mayers Hämalaun Färbelösung. Die 
Vergrößerung beträgt 1:100. 
Die in Abb. 4.28. gezeigten Parafinschnitte präsentieren die Situation einen Tag 
nach der Geburt. Neugeborene Mäuse exprimieren kein Megalin in ihrem Uterus.  
Die nächste Abbildungen zeigen Uteri von ein und zwei Wochen alten Tieren. 
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Abb. 4.29. Immunhistochemische Analyse von Megalin im murinen Uterus 
im Alter von ein und zwei Wochen 
Der Nachweis von Megalin im Uterus von Mäusen ist eine Woche nach ihrer 
Geburt möglich (A). Die Abbildung B ist eine Kontrollfärbung ohne Antiserum 
gegen Megalin. Megalin ist auch nach zwei Wochen (C-F) sehr gut nachweisbar. 
Die Pfeile in der Vergrößerung zeigen die typischen Verteilungen der Expression: 
das Epithel und die Drüsen. Gegenfärbung mit Mayers Hämalaun Färbelösung. 
Die Vergrößerung beträgt bei A-E 1:100 bzw. bei F 1:200. 
Schon eine Woche nach der Geburt wird vom Uterusepithel Megalin exprimiert 
(Abb. 4.29. A). In diesem Alter sind bei den Tieren noch keine Brustwarzen 
sichtbar, die Ohren sind erst seit 3-4 Tagen geöffnet. Abb. 4.29 B zeigt eine 
Kontrollfärbung, bei der das Antiserum gegen Megalin weggelassen wurde.  
Noch eine Woche später, also 14 Tage nach der Geburt findet man Megalin auch 
in vaginalem Drüsengewebe (Abb. 4.29. D - F).  
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Wir können also feststellen, das Megalin im Uterus bereits lange vor dem 
Erreichen der Geschlechtsreife ausgebildet wird. Im Alter von zwei Wochen 
haben die Jungtiere gerade ihre Augen geöffnet. 
In Abb. 4.30. sind die Uteri adulter, geschlechtsreifer Weibchen im Alter von vier 
(A) und fünf (B) Wochen gezeigt. Zu diesem Zeitpunkt ist das Häutchen, dass die 
Vagina verschloss, bereits zurückgebildet.  
4 Wochen 5 Wochen 
Lumen 
 
Abb. 4.30. Immunhistochemische Analyse von Megalin im adulten, murinen 
Uterus  
Auch im adulten Zustand bleibt die Megalin Expression erhalten.  In A ist ein 
Parafinschnitt einer Uterus einer vier Wochen alten Maus gezeigt, B nach fünf 
Wochen. Gegenfärbung mit Mayers Hämalaun Färbelösung. Die Vergrößerung 
beträgt 1:100. 
Megalin wird vom Epithel und in den Drüsen ausgebildet. Es sind allerdings beim 
Vergleich der beiden Uteri in Abb. 4.30. Schwankungen in der Stärke der 
Expression zu erkennen. Der Uterus des älteren Weibchens exprimert weniger 
Megalin. Das kann zwei Gründe haben. Erstens ist es möglich, dass nach vier 
Wochen die Megalin Expression abnimmt. Zweitens ist es denkbar, dass in 
Abhängigkeit des Zyklus und damit der involvierten Hormone, auch die Menge an 
im Uterus exprimiertem Rezeptor schwankt. 
4.7.2.  Megalin Expression in Abhängigkeit des Zyklus 
Deshalb habe ich versucht, bei 21 Tagen alten, gerade noch geschlechtunreifen 
Tieren, den Zyklus durch Hormongaben zu simulieren. Zu diesem Zeitpunkt ist 
die Vagina noch geschlossen, die Weibchen würden aber binnen weniger Tage bis 
einer Woche von alleine anfangen, den Zyklus zu durchlaufen. 
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Selbstverständlich setzt der Auf- und Abbau der Uterusschleimhaut, die Reifung 
und dann der Eisprung ein Zusammenspiel von vielen Hormonen und anderen 
Faktoren voraus. Das gesamte Blutbild verändert sich, die Körpertemperatur und 
Puls ebenfalls. 
Doch es lässt sich durch 17β-Östradiol- und Progesterongaben  dieses simulieren 
bzw. einleiten (Huang et al., 1999). So konnte ich zum einen sicherstellen, dass 
die von mir verglichenen Tiere sich in der gleichen Phase des Zyklus befanden 
und zum anderen analysieren, ob sich in Hinblick auf die Expression von Megalin 
die Phasen von einander unterschieden. 
Zum Zweck der künstlichen hormonellen Synchronisation wurden die Mäuse in 
drei Gruppen eingeteilt.  Der ersten Gruppe, bei der die Proliferationsphase des 
Zyklus eingestellt werden sollte, in der sich die Uterusschleimhaut aufbaut, wurde 
über vier Tage 1 µg/Tag 17β-Östradiol in Öl sub cutan (s. c.) injiziert. Die zweite 
Gruppe erhielt 1 µg 17β-Östradiol plus 1 mg Progesteron in Öl pro Tag. Diese 
Behandlung induziert die Sekretionsphase, in der die Uterusschleimhaut bereit für 
die Einnistung eines befruchteten Eies ist. Eine Kontrollgruppe erhielt lediglich 
Speiseöl gespritzt. Wie bereits erwähnt wurden für diese Versuche drei Wochen 
alte Weibchen genommen, da die Tiere zu diesem Zeitpunkt noch 
geschlechtsunreif waren. Die Geschlechtsöffnungen der Kontrollgruppe waren 
auch nach Abschluss der vier Tage noch nicht geöffnet.  
Um zu kontrollieren, ob die Tiere auf die Hormone reagierten, wurden die 
Gewichte der Uteri gemessen. Bei Mäusen, die 17β-Östradiol/Progesteron 
erhielten, verändert sich bei Mäusen das Gewicht der Gebärmutter nur wenig im 
Vergleich zu unbehandelten Tieren. Spritzt man den Tieren jedoch 17β-Östradiol, 
nimmt das Nassgewicht um bis das vierfache zu. Dieses ist nicht durch eine 
dickere Schleimhaut zu erklären, sondern die Uteri schwellen aufgrund einer 
massiven Anreicherung von ULF in den beiden Hörnern und dem Corpus Uterus 
an.  
In Abbildung 4.31.  sind die Uteri der Kontrolltiere zu sehen, denen Öl gespritzt 
wurde. Diese Tiere sind als geschlechtsunreif zu betrachten. 
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Abb. 4.31. Immunhistochemische Analyse von Megalin im murinen Uterus 
im Alter von drei Wochen  
Megalin ist deutlich exprimiert in Drüsen und vom Epithel. Gegenfärbung mit 
Mayers Hämalaun Färbelösung. Die Vergrößerung beträgt A - C 1:100 bzw. 
D 1:200. 
Die geschlechtsunreifen Tiere im Alter von drei Wochen zeigen ohne künstlich 
Hormonstimulation eine sehr kräftige  Megalin Expression, die sich nicht 
wesentlich von zwei Wochen alten Tieren (Abb. 4.29. C-F) unterscheidet. Der 
Rezeptor wird von Drüsen und vom Epithel gebildet.  
In der simulierten Proliferationsphase hingegen, also bei 17β-Östradiol  
Injektionen, wird im Uterus weit weniger Megalin gebildet.  
Doch es ist nicht nur die Menge an Rezeptor, die sich verändert hat, sondern vor 
allem seine Verteilung. 
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Abb. 4.32. Immunhistochemische Analyse von der Megalin Expression am 
Tag 5,5 p.c. im Bereich der implantierten Embryonen 
Murine Uteri nach viertägiger 17β-Östradiol  Behandlung der Tiere. Es ist nur 
wenig Megalin im Epithel und in den Drüsen (Pfeile in Vergrößerung D) 
nachweisbar. Gegenfärbung mit Mayers Hämalaun Färbelösung. Die 
Vergrößerung beträgt für A-C 1:100 bzw. für D 1:200. 
Das dem Lumen zugewandte Epithel zeigt hier nur in einem von drei Tieren eine 
relevante Expression von Megalin auf der Zelloberfäche (Abb. 4.32. C). In der 
Vergrößerung (D) zeigt sich, dass der Rezeptor auch nicht mehr stark in den 
Drüsen nachweisbar ist. Vielmehr sind die einzigen Anfärbungen in Vesikeln im 
Stroma zu finden. 
Bei kombinierter 17β-Östradiol- und Progesterongabe (Abb. 4.33.) dagegen, also 
Einleitung einer sekretorischen Phase, in der die Uterusschleimhaut auf die 
Einnistung eines befruchteten Eies vorbereitet ist, ähnelt zwar die Verteilung von 
Megalin im Uterus der geschlechtsunreifer Tiere, jedoch wird weit weniger 
Rezeptor exprimiert. 
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Abb. 4.33. Immunhistochemische Analyse von Megalin im murinen Uterus 
während der Sekretionsphase 
Murine Uteri nach viertägiger 17β-Östradiol-/Progesteronbehandlung der Tiere. 
Megalin ist im Epithel und in den Drüsen nachweisbar. Gegenfärbung mit Mayers 
Hämalaun Färbelösung. Die Vergrößerung beträgt A-C 1:100 bzw. D 1:200. 
Megalin ist im Epithel und in den Drüsen von Mäusen nach einer Behandlung mit  
17β-Östradiol-/Progesteron nachweisbar. Im Vergleich zum juvenilen Uterus ist 
die Expression von Megalin allerdings deutlich reduziert.  
Betrachtet man die beiden Gruppen, in denen der Hormonstatus synchronisiert 
wurde und ihre Kontrollgruppe vergleichend, ist der subjektive Eindruck, dass im 
geschlechtsunreifen Zustand am meisten Megalin im Uterus exprimiert wird. 
Unabhängig von der Verteilung des Rezeptors ist in der Proliferationsphase am 
wenigsten Rezeptor nachweisbar.  
Dazwischen liegt die sekretorische Phase. Hier bewirkt die gleichzeitige Präsenz 
von Progesteron - und Östradiol, dass Megalin höher als bei alleiniger 17β-
Östradiolgabe exprimiert wird, doch deutlich weniger als bei juvenile Mäusen.  
Da sich jedoch histologische Analysen nur bedingt zur Quantifizierung eignen, 
wurde die Menge an Megalin mRNA bestimmt.  
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Hormonell synchronisierten Mäusen und Kontrolltieren wurden von nach vier 
Tagen Hormoninjektionen die Uteri entnommen und mRNA aus den Geweben 
gewonnen.  
Von der mRNA wurde durch reverse Transkription cDNA hergestellt. 
Anschließend konnte mit der Methode der TaqMan®-PCR die tatsächlich 
produzierte Megalin-mRNA quantifiziert werden. Zusätzlich zu den beiden 
Primern wird dieser PCR eine Sequenz-spezifische Sonde zugegeben. Diese 
Sonde ist mit einem Fluoreszein-Derivat markiert, das allerdings aufgrund der 
räumlichen Nähe zu einem ebenfalls die Sonde markierenden Quencher-Farbstoff 
nicht zur Fluoreszenz angeregt werden kann. Die hybridisierte Sonde wird durch 
die Exonuklease Aktivität der Polymerase hydrolysiert, so dass die beiden 
Farbstoffe ihre Nähe zueinander verlieren. 
 
0
20
40
60
80
100
120
140
Kontrollen Östradiol Progesteron /Östradiol
juvenil Proliferationsphase sekretorische Phase
U
nt
er
sc
hi
ed
 a
n 
no
rm
al
is
ie
rte
m
 
R
ep
or
te
rs
ig
na
l (
Ä
 R
N
) 
Abb. 4.34. TaqMan®-PCR zur Quantifizierung von Megalin im Uterus  
Als Ergebnisse der TaqMan®-PCR werden Unterschiede des normalisierten 
Signals zum kleinsten, gemessenen Wert angegeben (dieses Tier ist hier nicht 
aufgeführt). Für die noch juvenilen Kontrolltiere wurde ein durchschnittliches ∆ 
RN von 71,65 gemessen, für die17β - Östradiol behandelten Tiere ein ∆ RN von 
3,4 und für die Progesteron/Östradiol behandelten Tiere ein ∆ RN von 51,23, 
allerdings mit einer hohen Standartabweichung aufgrund des mittleren 
Progesteron/Östradiol behandelten Tieres. 
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Die TaqMan®-PCR (Abb.4.34.) gibt die Bestätigung für den optischen Eindruck, 
den die immunhistologische Untersuchung der Uteri lieferte.  
Die Tiere in der Proliferationsphase, bei denen kaum noch Megalin im Epithel 
und in den Drüsen sichtbar war (Abb. 4.32.), bilden mit einem durchschnittlichen 
∆ RN von 3,4 nur ein Zwanzigstel an Megalin mRNA im Vergleich zu juvenilen 
Tieren. Für diese Tiere wurde ein durchschnittlichen ∆ RN von 71,65 berechnet, 
dieser Wert entspricht dem Eindruck der histologischen Analysen (Abb. 4.31.), in 
der eine sehr starke Färbung des mukosen Epithels und der Drüsen zu sehen ist. 
Die Werte für die Tiere in der sekretorischen Phase geben im Durchschnitt einen 
∆ RN von 51,23. Der durchschnittliche Wert entspricht in der Tat dem Eindruck 
der Antikörperfärbungen (Abb. 4.33.). Doch eines der Tiere zeigt mit einem ∆ RN 
von 130 ein höheres Signal als alle anderen Tiere.  
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass generell die Menge an exprimiertem 
Megalin im Uterus mit Erreichen der Geschlechtsreife abnimmt. Während des 
Zyklus ist die Menge an gebildetem Rezeptor Schwankungen unterworfen. Diese 
Schwankungen sind bedeutend kleiner als die beim Wechsel vom juvenilen zum 
adulten Tier.  
Als nächstes sollte untersucht werden, wie die Megalin Expression bei trächtigen 
Weibchen aussieht, deren Embryonen im Begriff sind, zu implantieren. 
Megalin wird vom sich entwickelnden Embryo produziert. Diese Expression 
findet bereits vor und auch nach der Implantation statt (Buc-Caron et al., 1987, 
Gueth-Hallonet et al., 1994). Von der Blastocyste wird Megalin im 
Trophoektoderm gebildet, nach der Einnistung im Dottersack, im amniotischen 
Ektoderm und im Neuroektoderm.  
Da die Megalin Expression in der Gebärmutter während des Menstruationszyklus 
offensichtlich stark reguliert wird, sollte im Folgenden überprüft werden, ob die 
Implantation eines Embryos ebenfalls Einfluss auf die Expression von Megalin 
hat.Zu diesem Zweck wurden Parafinschnitte von Uteri samt gerade implantierter 
Embryonen (Tag 5,5 p.c.) mit Anti-Megalin IgG gefärbt. 
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 Decidua  Embryo, Tag 5,5 p.c.
E 
C D 
F mukoses Epithel
Lumen des Uterus
embryonales Endoderm 
 
Abb. 4.35. Immunhistochemische Analyse vom Uterus samt Embryonen 
einer trächtigen Maus am Tag 5,5 p.c. auf Megalin 
Tag 5,5 p.c. wurden Uteri von trächtigen Mäusen samt gerade implantierten 
Embryonen entnommen. Aus Bild C wurden zwei Ausschnitte vergrößert, die die 
Expression im uterinen Epithel (D) zeigen, sowie die vom Embryo und die ihn 
umgebende mukose Epithel (E). Gegenfärbung mit Mayers Hämalaun 
Färbelösung. Vergrößerung für A + B 1:20, C + F 1:50, D + E 1:100. 
Wie bereits bei nicht schwangeren Tieren ist Megalin auch am Tag der 
Implantation im uterinen Epithel exprimiert (4.35. D). Zusätzlich konnte eine 
starke Megalin Expression im mukosen Epithel um den implantierten Embryo 
festgestellt werden. Tatsächlich ist die Implantation durch eine feine Abstimmung 
von Progesteron und 17β-Östradiol bestimmt. Kurz vor der tatsächlichen 
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Einnistung der Embryonen, schon am Tag 4,5 p.c. kommt es im Uterus zu einer 
vermehrten Ausschüttung von 17β-Östradiol, hervorgerufen durch eine Sekretion  
des luteinisierenden Hormons. Ohne diesen Östrogenschub sind die Embryonen 
nur noch weitere 24 Stunden überlebensfähig (Rugh, 1993). Megalin wird zu 
diesem Zeitpunkt am Ort der Implantation gebildet. Ein Fehlen Megalins 
verhindert jedoch nicht zwangsläufig die Einnistung des Embryos, denn 
überlebende Megalin Knockout Weibchen, deren Vagina  sich öffnet, sind in der 
Lage, Junge auszutragen. Am Tag 1 nach der Geburt (Abb. 4.36. C) ist Megalin 
im Epithel und in Drüsen nachweisbar, die Expression im mukosen Epithel ist mit 
der von Mäusen vergleichbar, die nie gebärend waren (A und B).  
Tag nach einer Geburt 
8 Wochen, nie gebärend
B A 
C 
 
Abb. 4.36.Immunhistochemische Analyse von Megalin im murinen Uterus 
adulter Weibchen ohne Geburt und direkt nach einer Geburt  
C Nach einer Geburt ist die Megalin im Epithel und in Drüsen nachweisbar.
 
A und B Vergleich der Expression im mukosen Epithel mit Mäusen, die nie 
gebärend waren. Bei diesen ist faktisch kein Megalin in Drüsen nachweisbar. 
Gegenfärbung mit Mayers Hämalaun Färbelösung. Vergrößerung 1:100.  
Es ist bekannt, dass Megalin in der adulten Maus von Epithelzellen des Uterus 
exprimiert wird.  Die bisherigen Versuche haben demonstriert, dass dieses bereits 
früh in der postembryonalen Entwicklung, lange vor Erreichen der 
Geschlechtsreife geschied. Ferner steht die Megalin Expression unter 
 98
hormonellem Einfluss. In juvenilen Tieren ist viel Megalin im Uterusepithel 
nachweisbar, mit Erreichen der Geschlechtsreife jedoch wird deutlich weniger 
Megalin exprimiert. Auch innerhalb des Zyklus ist die Megalin Expression 
Schwankungen unterworfen. In der Proliferationsphase, in der sich unter hohen 
Östradiolkonzentrationen die Uterusschleimhaut aufbaut, wird wenig Megalin 
detektiert. In der sekretorischen Phase, in der zusätzlich zum 17β-Östradiol- auch 
 das Progesteronniveau hoch ist, wird wieder mehr Megalin gebildet. In dieser 
Phase des Zyklus ist die Gebärmutterschleimhaut empfänglich für die 
Implantation der Embryonen. Zum Zeitpunkt, an dem sich die Embryonen in die 
Uterusschleimhaut einnisten, wird Megalin auch verstärkt im dem zugewandte 
Epithel produziert. Die physiologische Funktion dieser stark regulierten 
Expression von Megalin im Uterus während der Geschlechtsreifung, des 
weiblichen Zyklus und der embryonalen Implantation ist nicht bekannt. Es ist 
anzunehmen, dass Megalin in seiner Funktion als Endozytoserezeptor aus dem 
Lumen des Uterus, in der sich die uterine, luminale Flüssigkeit (ULF) befindet, 
Proteine aufnimmt. Dies könnte von Bedeutung für den Stoffwechsel des uterinen 
Gewebes oder der Signalweiterleitung dienen. Zur Analyse der Funktion von 
Megalin im Uterus ist der erste Schritt, herauszufinden, welchen Liganden 
Megalin aus der ULF in die Zellen des Epithels aufnimmt. Daher wird im 
Folgenden untersucht werden, welche Proteine aus der ULF an Megalin binden. 
4.8.  Liganden für Megalin in der uterinen, luminalen Flüssigkeit (ULF) 
In den verschiedenen Stadien des Zyklus werden unterschiedliche Proteine in der 
ULF hoch- und herunterreguliert. CCSP findet z.B. seine höchste Expression in 
der Zeit nach der Ovulation, in der aus dem Follikel durch den Eisprung der 
Corpus luteum entsteht (Muller-Schottle et al., 1999). Diese Phase ist im Uterus 
die Sekretionsphase, in der die Gebärmutterschleimhaut empfänglich für die 
Implantation der Embryonen ist. Dies bedeutet, dass die CCSP - Produktion durch 
Progesteron und 17β-Östradiol angeregt wird. Die Konzentration von Laktoferrin 
in der ULF ist durch 17β-Östradiol induzierbar (Pentecost et al., 1987, Jefferson et 
al., 2000). Ebenfalls 17β - Östradiol stimuliert die 24p3 Expression im Uterus, das 
Protein wird in die ULF sekretiert (Chu et al., 1996, 2000). 
 99
4.8.1.  Proteinmuster von ULF im Zyklus 
Als ersten Schritt zur Identifikation eines möglichen Interaktionspartners für 
Megalin wurden von hormonell synchronisierten Mäusen und Kontrolltieren die 
Proteinkonzentrationen der ULF verglichen. Wie in Absatz 4.7.2. beschrieben, 
wurden geschlechtsunreifen Weibchen über vier Tage 17β-Östradiol oder 17β- 
Östradiol in Kombination mit Progesteron injiziert, um die Proliferations- oder 
sekretorische Phase des Zyklus einzustellen. Eine Kontrollgruppe bekam s. c. Öl 
gespritzt. Die entnommenen Uteri wurden mit einer isotonen 
Natriumchloridlösung gespült, um die ULF aus dem Lumen der Gebärmutter zu 
gewinnen. Jeweils 10 µg Gesamtprotein der gesammelten ULF wurden in einer 4-
12 % SDS-PAGE  aufgetrennt und mit Silbernitrat gefärbt. 
Abb. 4.37. ULF von hormonell 
synchronisierten Wildtyp 
Mäusen 
Zur künstlichen Einstellung der 
sekretorischen Phase oder 
Proliferationsphase des Zyklus 
wurde Mäusen  1 µg 17β-Östradiol 
oder  1µg 17β-Östradiol und 1 mg 
Progesteron pro Tag s.c. injiziert. 
Eine Kontrollgruppe erhielt lediglich 
Öl. Die gewonnene ULF (10 µg 
Protein) wurden in einer 4-12 % 
SDS-PAGE aufgetrennt und mit 
Silbernitrat gefärbt. Der Pfeil ◄ 
deutet die Position von in der ULF 
hochregulierten Proteinen im Gel an. 
    Öl     Östra.  Pr./Ö.  Östra.  
  
  
  
250 –
30 –
64 –
50 –
98 –
 
Die mit Silbernitrat gefärbte SDS-PAGE (Abb.4.37.) zeigt, dass in der 
Proliferationsphase mindestens fünf Proteine deutlich induziert, bzw. in ihrer 
Expression hochreguliert sind. Auf diese Proteine wird durch die links 
positionierten P feile im Gel hingedeutet. Es handelt sich um Proteine oder 
Aggregate die in der SDS – PAGE bei etwa 250 kDa, ungefähr 200 kDa, zirka 
120 kDa, sowie gut 70 kDa und knapp unter 30 kDa migrieren. Im Gegensatz zum 
deutlich abweichenden Proteinexpressionsmuster der ULF bei 17β-Östradiol 
Injektionen kann zwischen denen von Kontrollen und Progesteron/17β-Östradiol 
behandelten Tieren kein offensichtlicher Unterschied festgestellt werden. Dieses 
schließt nicht grundsätzlich aus, dass es während der sekretorischen Phase zu 
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einer Veränderung der Proteinkomposition in der ULF kommt. Jedoch wären es 
nur relativ geringe Proteinmengen, die sich verändern würden. 
4.8.2.  Proteinmuster von ULF im Zyklus von Megalin defizienten Mäusen 
Um zu testen, ob Megalin für die Aufnahme von Proteinen aus der ULF 
verantwortlich sein könnte, wurde durch BIAcore Analysen untersucht, ob  
Bestandteile der ULF zu  Megalin binden. Wenn Megalin ein Rezeptor für einen 
oder mehrere Bestandteile aus der ULF ist, sollte auch ein Fehlen von Megalin im 
Uterus Auswirkungen auf die Zusammensetzung der Proteine in dieser Flüssigkeit 
haben. In der Regel kann man beim Fehlen eines Endozytoserezeptors mit einer 
Akkumulation von Liganden rechnen, da diese nicht mehr in das Gewebe 
aufgenommen werden können. In der folgenden Abbildung 4.38. sind in Teil A 
vergleichend die ULF von hormonell synchronisierten Wildtyp und Megalin 
Knockout Mäusen abgebildet. Die ULF (10 µg Gesamtprotein) wurden in einer 4-
10 % SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel wurde mit Coomassie gefärbt.  
Teil B der Abbildung zeigt die BIAcore Analysen der ULF von hormonell 
synchronisierten Wildtyp Mäusen. 
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Abb. 4.38. Die ULF von hormonell synchronisierten Wildtyp und Megalin 
defizienten Mäusen 
A Die ULF (10 µg Gesamtprotein) von Wildtyp und Megalin defizienten Mäusen 
wurden in einer 4-10 % SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde mit Coomassie 
gefärbt. Die ULF in Spur 1, 2 und 3 entstammt Wildtyp Mäusen, die entweder nur 
mit Öl (Spur 1), mit Östradiol (Spur 2) oder mit Progesteron und Östradiol (Spur 
3) behandelt wurden. Spur 4 und 5 repräsentieren die ULF von Megalin 
defizienten Mäusen, in Spur 4 nach 17β-Östradiol- und in Spur 5 nach 
Progesteron/17β-Östradiol Injektionen. Die Sterne deuten auf die Proteine hin, die 
deutlich vom Expressionsmuster der Kontrollen abweichen. B Immobilisiertes 
Megalin (25 fmol/mm2) auf einem BIA Sensor Chip wurde mit ULF von 
hormonell synchronisierten Wildtyp Mäusen inkubiert. Nach 600 Sekunden wurde 
begonnen, die Bestandteile wieder auszuwaschen. 
Bei Betrachtung der Coomassie gefärbten Proteinmuster in den beiden Phasen des 
Zyklus fällt keine offensichtlicher Unterschied zwischen den Wildtyp und den 
Megalin defizienten Mäusen auf. Weder in der Proliferations-, noch in der 
sekretorischen Phase kommt es zur Akkumulation oder Reduktion eines Proteins 
bei den Knockout Tieren. Das Bindungsverhalten der ULF von Wildtyp Mäusen 
(Abb. 4.38. B) und das von Megalin Knockout Mäusen (nicht abgebildet) ist 
identisch. In der oberen  Kurve zeigt die ULF von 17β-Östradiol behandelten 
Tieren (sowohl Wildtyp, als auch Megalin Knockout Maus) eine Bindung an 
Megalin von knapp 600 Response Units. Es konnte jedoch im Vergleich kaum 
eine Bindung der Progesteron/17β-Östradiol induzierten ULF oder der 
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Kontrolltier ULF beobachtet werden. Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass 
in der Proliferationsphase es einen Bestandteil in der ULF gibt, der an Megalin in 
der BIAcore Analyse bindet. Dieses Protein ist bei Wildtyp und Megalin 
defizienten Tieren gleichermaßen vorhanden. Es wurde weder eine nennenswerte 
Ansammlung, noch ein Fehlen eines Bestandteils der ULF beobachtet. 
4.8.3.  Aufreinigung und Identifizierung des Megalin bindenden Proteins 
Zur Identifizierung des an Megalin bindenden Bestandteils der ULF in der 
Proliferationsphase wurde von 17β-Östradiol behandelten Tieren die ULF 
gesammelt. Diese wurde durch Gel-Filtration über eine Superose Säule 
aufgereinigt und die erhaltenen Fraktionen wurden auf ihr Bindungsverhalten zu 
Megalin durch BIAcore Analyse überprüft. Zusätzlich wurden je 15 µl der 
Fraktionen in einer 4-16 % SDS-PAGE aufgetrennt und mit Silbernitrat gefärbt. 
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Abb. 4.39. ULF - Fraktionen nach der Superose Säule 
A Nach Auftrennung der ULF von 17β-Östradiol behandelten Tieren über eine 
Superose 12 HR 10/30 Säule wurden 15 µl der Fraktionen 15, 18, 24, 27, 30, 
43/44 (vereinigt) und 48-50 (vereinigt) in einer 4-16 % SDS-PAGE aufgetrennt 
und mit Silbernitrat gefärbt. B Immobilisiertes Megalin auf einem BIA Sensor 
Chip wurde mit den Fraktionen aus dem Säulenlauf inkubiert. Nach 600 
Sekunden wurde begonnen, mit Puffer zu waschen. Aus den kinetischen 
Parametern wurde ein Kd-Wert von 98,9 nM für Fraktion 18 errechnet. 
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Wie in Abb. 4.39. zu sehen ist, zeigen die verschiedenen Fraktionen sowohl 
verschiedene Proteinmuster (A), als auch stark von einander abweichende 
Bindungsverhalten zu Megalin (B). Da Bestandteile in Faktion 18 Bestandteile 
besonders stark zu Megalin binden, wurde diese für eine weitere Aufreinigung 
ausgewählt. Abbildung 4.39. A  zeigt, dass die Fraktion 18 noch aus einem 
Gemisch von zahlreichen Proteinen bestand. Fraktion 18 wurde deshalb durch 
einen Lauf über eine Mono-Q Säule weiter aufgereinigt. Die gesammelten 
Fraktionen dieser Chromatographie wurden wieder auf ihr Bindungsverhalten zu 
Megalin durch eine BIAcore Analyse überprüft (Daten hier nicht gezeigt). 
Gleichzeitig wurden wiederum je 15 µl der Fraktionen in einer 4-16 % SDS-
PAGE aufgetrennt und mit Silbernitrat gefärbt, um sie auf ihre Reinheit zu 
überprüfen (Abb.4.40.). 
250 –
 
 
 
 
 
98 –
  
 
64 –
 
50 –
13    15   17    19   21   23    28  36  41 
  -     ++     +      -       -      +     +       ++   - 
                 Bindung zu Megalin 
 
Abb. 4.40. Bindungsverhalten der Fraktionen nach Mono-Q Säule 
Nach Auftrennung der ULF von 17β-Östradiol behandelten Tieren über eine 
Mono-Q Säule, wurden 15 µl der Fraktionen 13, 15, 17, 19, 21, 23, 28. 36 und 
41 in einer 4-16 % SDS-PAGE aufgetrennt und mit Silbernitrat gefärbt. Die 
Fraktionen wurden ferner auf ihre Bindung zu Megalin in einer BIAcore 
Analyse überprüft (Daten nicht gezeigt). Das Bindungsverhalten ist unter der 
Abbildung der SDS-PAGE durch – für geringe Bindung bis ++ für starke 
Bindung zu Megalin angeführt. 
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In Fraktion 36 der ULF Aufreinigung über eine Mono-Q Säule fand sich ein 70-
80 kDa großes Protein, dass stark zu Megalin bindet. In Fraktion 15 befanden sich 
ebenfalls Bestandteile, die eine Bindung zu Megalin zeigten, jedoch setzte sich 
Fraktion 15 aus einem Proteingemisch zusammen, so dass für eine Identifizierung 
des Megalin bindenden Bestandteils eine weitere Aufreinigung nötig gewesen 
wäre. Somit war das Protein in Fraktion 36 der erste Kandidat, der durch eine 
MALDI-MS sequenziert wurde. Die Sequenzierung ergab, dass das an Megalin 
bindende Protein aus der ULF von Mäusen in der Proliferationsphase das Eisen-
bindende Glykoprotein Laktoferrin ist. Dieses Ergebnis stimmt mit dem in der 
SDS-PAGE beobachteten Molekulargewicht des sequenzierten Proteins überein, 
da für Laktoferrin ein Gewicht von knapp 80 kDa angegeben wird (Aisen et al., 
1980). 
4.9.  Laktoferrin  
Laktoferrin gehört zur Transferrin Familie und wird von vielen Epithelien, meist 
in Drüsen, exprimiert und sekretiert (Yu et al., 1993, Pentecost et al., 1987, 
Masson et al., 1966b). Das Laktoferrin das Hauptprotein in ULF ist, welches 
durch 17β-Östradiol induziert wird, ist bekannt (Pentecost et al., 1987, Jefferson 
et al., 2000). Neben dem Eisentransport (Lyer et al., 1993) werden Laktoferrin 
unter anderem bakteriostatische, zellwachstumsfördernde, zelldifferentierende  
oder immunregulatorische Eigenschaften zugesprochen (Bullen et al., 1978, 
Nichols et al., 1987, Zimecki et al., 1995, Crouch et al., 1992). 
4.9.1.  Expression im Zyklus 
Da Laktoferrin ein Ligand für Megalin in der murinen ULF ist, sollte als nächstes 
untersucht werden, ob ein Fehlen des Rezeptors im Uterus zur einer 
Akkumulation oder Herunterregulierung von Laktoferrin in der ULF führt. In dem 
mit Coomassie gefärbten Gel konnte zwischen den ULF von Wildtyp und 
Megalin Knockout Mäusen kein Unterschied ausgemacht werden, doch ist die 
Methode für diese Zwecke zu grob. Daher wurde erneut Wildtyp und Megalin 
Knockout ULF von hormonell synchronisierten Tieren in einer SDS-PAGE 
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membran wurde 
mit einem Antikörper gegen Laktoferrin inkubiert.  
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Abb. 4.41. Western-Blot 
Analyse der ULF von 
Megalin Knockout 
Mäusen und Wildtypen
ULF von hormonell 
synchronisierten Tieren 
(10µg Protein) von Megalin 
Knockout Mäusen (-/-) und 
von Kontrolltieren (+/+) 
wurden in einer 10 % SDS-
PAGE aufgetrennt. Durch 
Western-Blot Analyse wurde 
Laktoferrin in den Proben 
dokumentiert.  
  Öl    Östradiol    Prog./Östr. Östr. P./Ö. 
250 –
98 –
64 –
50 –
36 –
30 –
16 –
14 –
Megalin           +/+                       -/-  
Die Western-Blot Analyse der Wildtyp-ULF aus der Proliferationsphase 
(Abb.4.41.) zeigt erwartungsgemäß mehr Laktoferrin als die ULF, die während 
der sekretorischen Phase gewonnen wurde. Vergleicht man jedoch die Menge an 
Laktoferrin die sich in der ULF von Wildtyp Mäusen befindet mit der von 
Megalin defizienten Tieren, so ist kein Unterschied auszumachen. Es kommt in 
der Tat nicht zu einer Anreicherung von Laktoferrin aufgrund des fehlenden 
Rezeptors im Uterus. Es kann lediglich festgestellt werden, dass Laktoferrin zu  
Megalin bindet, es aber keine quantitativen Auswirkungen durch ein Fehlen des 
Rezeptors in hormonell synchronisierten Tieren gibt.  
Welche Funktion Megalin im Stoffwechsel von Laktoferrin oder im Uterus 
ausüben könnte ist aber weiterhin unklar. 
4.9.2.  Funktion von Laktoferrin im Uterus 
Laktoferrin wurde beschrieben als trans-aktivierendes Protein, das nach seiner 
Aufnahme in den Nukleus mittels Stress aktivierter Mitogen-aktivierter 
Proteinkinase (MAPK) und AP-1 DNA - Bindungsstellen im Gen von Matrix-
Metalloproteinase 1 (MMP1) die Transkription des Gens einleitet (Oh et al., 
2001). Das murine Homolog zum humanem MMP1 nennt sich MCOL A (murine 
Collagenase-like A), die cDNAs der beiden Proteine sind zu 74 % identisch. 
MCOL A fungiert als interstitielle Kollagenase und spielt beim Ab- und Umbau 
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von Geweben eine wichtige Rolle (Balbin, et al., 2001). Die Hauptexpression von 
MCOL A findet während der Embryogenese statt. MCOL A wird sowohl vom 
Embryo selbst, als auch von der Plazenta gebildet.  
Um zu untersuchen, ob die Aktivierung des Gens für MMP1 durch Laktoferrin 
auch in der Maus funktioniert, wurde die MCOL A - mRNA Expression der 
Gebärmutter in der Proliferations- und in der sekretorischen Phase untersucht. 
Wäre die Theorie korrekt, dass MCOL A durch ein Signal von Laktoferrin 
hochreguliert wird, sollten während der  Proliferationsphase größere Mengen 
MCOL A im Uterus zu finden sein.  Wäre ferner die Theorie korrekt, dass 
Laktoferrin durch Megalin in die Zellen des Uterusepithels gelangt, sollten Uteri, 
denen der Rezeptor fehlt, weniger MCOL A - mRNA bilden. Für diesen Zweck 
wurden Wildtypmäuse hormonell synchronisiert und nach vier Tagen 
Hormoninjektionen die Uteri entnommen. Die mRNA wurde aus den Geweben 
gewonnen. Von der mRNA wurde cDNA hergestellt und mit der Methode der 
TaqMan®-PCR wurde die MCOL A - mRNA quantifiziert. Mit in den Versuch 
wurde eine mit Östradiol behandelte Megalin Knockout Maus aufgenommen. 
Während der sekretorischen Phase sollten aufgrund der hohen Konzentrationen an 
Laktoferrin in der ULF am leichtesten Auswirkungen auf die MCOL A mRNA 
Menge auszumachen sein. 
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Abb. 4.42. TaqMan®-PCR zur Quantifizierung von MCOL A im Uterus, 
dem murinen Homolog zu MMP1  
Als Ergebnisse der TaqMan®-PCR werden Unterschiede des normalisierten 
Signals zum kleinsten, gemessenen Wert angegeben. Für die noch juvenilen 
Kontrolltiere wurde ein durchschnittliches ∆ RN von 14,7 gemessen, allerdings 
mit einer hohen Standartabweichung, für die17β-Östradiol behandelten Tiere ein 
∆ RN von 1,1, wobei für das Megalin defiziente Tier 1,3 gemessen wurde und für 
die Progesteron/Östradiol behandelten Tiere ein ∆ RN von 11,0. 
Sowohl juvenile Tiere, als auch Mäuse, die sich in der sekretorischen Phase des 
Zyklus befinden, haben im Vergleich zu Tieren in der Proliferationsphase höhere 
Mengen an MCOL A - mRNA im Uterusgewebe (Abb.4.42.). Diese Östradiol 
behandelten Tiere bilden unabhängig einer Megalin Expression im Uterusepithel 
kaum mRNA für MCOL A. Es bleibt zusammenzufassen, dass das murine 
Homolog für humanes MMP1 MCOL A  nicht durch hohe Dosen Laktoferrin in 
der Expression hochreguliert wird. Im Gegensatz zu humanem MMP1 verhält es 
sich vielmehr andersherum. Bei hohen Mengen Laktoferrin im Uterus wird die 
mRNA für MCOL A in der Maus offenbar herunterreguliert. Ob die Transkription 
durch Laktoferrin inhibiert wird, kann nicht gesagt werden. 
Es bleibt Spekulation, ob Laktoferrin bei der Maus über Megalin in die 
Epithelzellen aufgenommen wird. In die Signalkaskade, die MCOL A reguliert, 
ist Megalin aber wahrscheinlich nicht eingebunden. 
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5. DISKUSSION 
Viele wichtige Funktionen im Körper sind von lipophilen Hormonen abhängig. 
Beispielsweise die optische Wahrnehmung, die sexuelle Reifung und 
Reproduktion oder der Aufbau von Knochen stehen in Abhängigkeit von 
Steroiden und Retinoiden. Bisher wurde die Aufnahme dieser lipophilen Moleküle 
in ihre Zielgewebe durch die „freie Hormonhypothese“ (Abb.5.1. A) erklärt. Die 
Hypothese geht davon aus, dass lipophile Hormone durch passive, freie Diffusion 
in ihre Zielzellen gelangen. Die im Serum gebundenen Transportproteine 
regulieren lediglich die Menge und Verfügbarkeit an freien Hormonen.  
 
Steroide,
Retinoide
          Bindung   Endozytose     lysosomaler Abbau       Zellmetabolismus 
                                                       des Carriers
 Dissoziation   freie Diffusion                                        Zellmetabolismus 
 vom Carrier     in die Zelle                                       
B 
z.B.  
Signal- 
tranduktion
Ligand/Carrier
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Abb. 5.1. Freie Hormonhypothese und Endozytose von Steroid / Carrier 
Komplexen 
A Die freie Hormonhypothese geht davon aus, dass Hormone beim Erreichen ihres 
Zielgewebes sich vom Transportprotein trennen. Die lipophilen Steroide 
diffundieren durch die Lipiddoppelschicht der Plasmamembran und stehen 
anschließend dem Zellmetabolismus zur Verfügung. 
 
B Das neue Modell postuliert, dass ein Endozytoserezeptor wie Megalin das 
Transportmolekül im Komplex aus Transportmolekül und Ligand erkennt. Der 
Komplex samt Rezeptor wird internalisiert. Dann dissoziiert der Rezeptor vom 
Komplex, er wird zur Zelloberfläche zurücktransportiert. Nach der Degradation 
des Transportmoleküls ist das Hormon für den Stoffwechsel verfügbar. 
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Neuere Untersuchungen zeigten, dass lipophile Hormone auch durch den 
Endozytoserezeptor Megalin aufgenommen werden können. Arbeiten mit Vitamin 
D, Vitamin B12 und Vitamin A zeigen, dass diese Vitamine in die Zellen des 
proximalen Tubulus der Niere keinesfalls durch freie Diffusion gelangen, sondern 
dass es sich vielmehr um einen spezifische Aufnahmemechanismen handelt 
(Moestrup et al., 1996, Nykjaer et al., 1999, Christensen et al., 1999). Nach 
diesem vorgeschlagenen Modell (Abb.5.1.B) geschied die Aufnahme lipophiler 
Hormone durch Endozytose, analog zur Aufnahme von Lipoproteinen. 
Zielgewebe exprimieren Endozytoserezeptoren wie z.B. Megalin. Wie bei der 
Aufnahme von Lipoproteinen ist es der Proteinanteil im Komplex aus Hormon 
und Transportprotein, der an den Rezeptor bindet, dieses führt zur Internalisierung 
und der Proteinanteil wird in der Zelle degradiert. Die lipophilen Hormone 
können metabolisiert werden.  
Mit der vorliegenden Arbeit wurde versucht, dieses neue Modell der 
Hormonaufnahme weitergehend zu untersuchen und es sind tatsächlich Schritte 
gelungen, die als weitere Verifizierung des Modell gelten. Im experimentellen 
Teil wurden zwei Strategien verfolgt. Es werden zunächst die Ergebnisse 
diskutiert, die im Ergebnisteil den Abschluss bildeten, der Analyse des Megalin 
exprimierenden Uterus. Anschließend werden mit Apo D und CCSP zwei weitere 
Carrierproteine für lipophile Hormone vorgestellt, die durch  Megalin vermittelte 
Endozytose von Zellen aufgenommen werden.  
5.1.  Megalin im Uterus 
Die Bedeutung der durch Megalin vermittelten Aufnahme lipophiler Hormone 
spiegelt sich vielfälltig im Phänotyp der Megalin Knockout Maus wieder. So 
entwickeln Megalin Knockout Mäuse aufgrund ihres ständigen Verlusts von 
Vitamin D über den Urin eine erhebliche Knochenerweichung (Osteomalazie) 
(Nykjaer et al., 1999). Wildtyp Mäuse gewinnen Vitamin D im Komplex mit 
seinem Carrierprotein DPB im proximalen Tubulus der Niere aus dem Primärharn 
zurück.  
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die sexuelle Reifung bei Megalin Knockout 
Weibchen gestört ist. Bei 60 % der Tiere kommt es zu keiner Öffnung der Vagina,  
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einem Östradiol abhängigem Vorgang. Bei Wildtyp Mäusen ist eine Megalin 
Expression ab der ersten Woche nachweisbar (Abb.4.29. A, B), die Vagina öffnet 
sich bei ihnen mit dem Erreichen der Geschlechtsreife in der dritten bis vierten 
Woche nach der Geburt. Arbeiten von Annette Hammes und Robert Spoelgen aus 
dem Labor von Thomas Willnow haben gezeigt, dass nicht nur bei weiblichen 
Megalin Knockout Mäusen die Geschlechtsentwicklung gestört ist. Bei den 
Männchen senken sich die Hoden nicht aus der Leibeshöhle in das Scrotum herab 
(persönliche  Kommunikation). Dieser Vorgang ist abhängig von Testosteron. Als 
weiteres Indiz für die Bedeutung von Megalin für den Metabolismus von 
lipophilen Hormonen/Steroiden ist die regulierte Expression von Megalin in dem 
steroid-abhängigen Uterus. Während der frühen Entwicklung des Uterus ist 
Megalin ab der ersten Woche stark exprimiert. Diese Expression nimmt mit 
zunehmenden Alter ab, bleibt jedoch über die Geschlechtsreife hinaus erhalten. 
Bei geschlechtsreifen Weibchen ist sowohl Menge, als auch Verteilung von 
Megalin im Uterus vom Zyklus und damit vom Hormonstatus der Tiere abhängig. 
Eine Maus durchläuft mit 8 ± 3 Tage im Vergleich zum Menschen (28 ± 3 Tage) 
den Zyklus sehr viel schneller. Doch auch wenn der Zeitrahmen gerafft ist, sind es 
die gleichen Hormone, die steuernd wirken. In Abb. 5.2. ist exemplarisch der 
Ablauf mit den wichtigsten Hormonen zusammengefasst. Es kommt zur 
periodischen Reifung von Follikeln im Ovar und zu einer Veränderungen der 
Uterusschleimhaut (Endometrium). Bei hohen FSH (Follikel stimulierendes 
Hormon)-Konzentrationen im Plasma reifen Primärfollikel im Ovar. In der Mitte 
des Zyklus beginnt eine Ausschüttung von LH (luteinisierendes Hormon) durch 
die Hypophyse. Die reifenden Follikel wiederum bilden Östradiol. Bei einem 
bestimmten  Konzentrationsverhältnis zwischen FSH und LH kommt es zur 
Ovulation, der Follikel wird zum Corpus luteum. Durch Östradiol wird das 
Endometrium zum Wachstum angeregt (Proliferationsphase). Die Hypophyse 
sekretiert verstärkt LH. LH regt wiederum die Bildung von Gestagenen an, unter 
ihnen Progesteron. Durch Progesteron geht der Uterus in die Sekretionsphase über 
und ist bereit für die Einnistung eines befruchteten Eies (Nidation). Kommt es zu 
keiner Nidation, bildet sich der Gelbkörper zurück und die Produktion von  
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Progesteron wird gedrosselt. Daraufhin kann die Uterusschleimhaut nicht 
aufrechterhalten werden und wird abgestoßen. 
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Abb. 5.2. Menstruationszyklus der Frau 
A Die Plasmakonzentrationen von den Gonadotrophinen FSH und LH sind dargestellt. 
Beide Hormone werden von der Hypophyse ausgeschüttet.
 
B Die Konzentrationen an weiblichen Sexualhormonen, wobei sich die Angaben für 
Östradiol auf ng/100ml und für Progesteron um µg/100ml beziehen.
 
C Im Ovar kommt es aufgrund der Ausschüttung von FSH durch die Hypophyse zur 
Reifung eines Primärfollikels. Durch die zusätzliche Ausschüttung von LH wird die 
Reifung des Follikels stimuliert, der selbst wiederum beginnt, Östradiol zu produzieren 
und exkretieren. In der Mitte des Zyklus kommt es zur Ovulation und der Follikel 
wandelt sie anschließend zum Gelbkörper (Corpus luteum) um. 
 
D Östradiol bewirkt einerseits den Aufbau des Endometriums und hemmt andererseits 
die Ausschüttung von weiterem FSH. Die Produktion von LH wird angeregt. LH 
fördern die Bildung von Gestagenen, unter anderem Progesteron, das die 
Uterusschleimhaut zur Umstellung von der Proliferations- zur Sekretionsphase bewegt 
und sie für die Einnistung eines befruchteten Eies vorbereitet. Kommt es zu keiner 
Nidation, bildet sich der Gelbkörper zurück. Die Konzentration an Progesteron nimmt 
ab und die Uterusschleimhaut wird abgestoßen. Abbildung kombiniert nach 
verschiedenen Autoren. 
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Trotz der hohen Komplexität des Menstruationszyklus lassen sich die 
Proliferations- und Sekretionsphase im Tierversuch bei Mäusen durch wiederholte 
Hormoninjektionen simulieren.  
Im juvenielen Uterus weisen sowohl die Drüsen, als auch das luminale Epithel 
eine starke Expression von Megalin auf. Im Vergleich dazu ist die Expression von 
Megalin während der durch 17β-Östradiol induzierten Proliferationsphase im 
Wesentlichen auf Vesikel im Stroma beschränkt. In der sekretorischen Phase aber 
bewirkt die gleichzeitige Präsenz von Progesteron- und Östradiol einen 
Wiederanstieg der Megalin Expression. Wie bei juvenile Mäusen, jedoch deutlich 
schwächer, wird Megalin während der Sekretionsphase in Drüsen und vom 
luminlaen Epithel exprimiert. Diese histologischen Befunde decken sich mit der 
Quantifizierung von Megalin mRNA durch TaqMan®-PCR. Die Menge an 
Megalin Transkripten im Uterus war in juvenilen Mäusen am höchsten, gefolgt 
von mit Progesteron und Östradiol stimulierten Tieren. Bei Mäusen, die sich in 
der Proliferationsphase befanden, konnten nur geringe Mengen an Megalin 
mRNA im Uterus detektiert werden. 
Die Zusammensetzung der ULF spiegelt die vom Zyklus abhängige Expression 
von Proteinen wieder. Deutliche Unterschiede im Proteinmuster der ULF während 
der Sekretions- und der Proliferationsphase sind in den Abb. 4.37 und 4.38 A zu 
erkennen. Eines der in der Proliferationsphase hochregulierten Proteine wurde als 
potentieller Ligand für Megalin im Uterus identifiziert.  
Es handelt sich um das Glykoprotein Laktoferrin. Dieses Ergebnis stimmt mit 
früheren Arbeiten überein, welche von einer durch Östradiol induzierbaren 
Expression von Laktoferrin (Pentecost et al., 1987, Jefferson et al., 2000), sowie 
von einer Bindung des Proteins an Megalin (Willnow et al., 1992) berichten. 
Laktoferrin besitzt die Eigenschaft, Eisen zu binden und greift in eine Reihe 
vorwiegend immunologischer Prozesse ein (Aisen et al., 1980).   
Es ist demonstriert worden, dass Laktoferrin von Zellen aus dem Serum 
aufgenommen und in den Nukleus transportiert werden kann (Garre et al., 1992). 
Im Zellkern bindet Laktoferrin zur DNA und fungiert als Transkriptionsfaktor 
(Penco et al, 2001).  
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Die postulierte Arbeitshypothese war, dass eine zelluläre Aufnahme von 
Laktoferrin aus dem Serum oder anderen Körperflüssigkeiten wie der ULF durch 
Megalin erfolgt. Interessanterweise ist eines der Zielgene, welches durch 
Laktoferrin hochreguliert wird, das Gen für die Collagenase MMP1 (Oh et al., 
2001). Als ein die extrazelluläre Matrix degradierendes Enzym ist MMP1 an einer 
ganzen Reihe physiologischer Prozesse beteiligt, die einen Umbau von 
Bindegewebe voraussetzen (Birkedal-Hansen, 1995). Dazu gehören neben 
Wundheilung, Implantation und Embryonalentwicklung (Qin et al., 1997), auch 
Auf- und Abbau des Endometriums während des Menstruationszyklus 
(Rawdanowicz et al., 1994).  
Die vorliegenden Arbeit zeigt, dass die Megalin Expression während des Zyklus 
hoch- und herabreguliert wird (Abb. 4.31- 4.34). Da Laktoferrin Bestandteil der 
ULF ist, könnte eine geregelte MMP1 Expression im Uterus von Megalin 
abhängig sein. Als wahrscheinlichster Kandidat für ein murines MMP1 Homolog 
gilt bisher MCOL A (Balbin et al., 2001). Es handelt sich dabei um eine ebenfalls 
im Uterus exprimierte Collagenase, deren cDNA zu 74% mit der cDNA der 
humanen MMP1 übereinstimmt. In weiblichen Mäusen gleicht die Auf- 
Abregulation von MCOL A dem Expressionsmuster von Megalin (Abb. 4.34 und 
Abb. 4.42). Die Anzahl an Transkripten ist bei juvenilen Tieren am größten. Bei 
geschlechtsreifen Weibchen wird sowohl Megalin, als auch MCOL A in 
nennenswerten Mengen nur während der sekretorischen Phase transkribiert. 
Während der Proliferationsphase, also zum Zeitpunkt der größten Expression von 
Laktoferrin in der ULF, wird kaum MCOL A mRNA im Uterus gefunden. Auch 
konnte während dieser Phase des Zyklus kein Unterschied in der Transkription 
der Collagenase zwischen Megalin Knockout Mäusen und Kontrolltieren 
bestimmt werden.  
Damit stellt sich die Frage, warum hohe Konzentrationen von Laktoferrin nicht zu 
einer vermehrten Transkription von MCOL A führen. Bisher existieren keine 
Arbeiten, die von einer trans-aktivierenden Aktivität Laktoferrins auf MCOL A 
berichten. Es besteht folglich die Möglichkeit, dass im Gegensatz zu humanem 
MMP1, murines MCOL A nicht durch Laktoferrin aktiviert wird. Eine andere 
Erklärungsmöglichkeit liefert das Expressionsmuster Megalins während der  
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Proliferationsphase. Das Vorkommen des Rezeptors ist reduziert auf die Vesikel 
(Abb. 4.32.), eine luminale Expression im Endometrium hingegen ist nicht mehr 
nachweisbar. Laktoferrin kann folglich in der Proliferationsphase nicht mehr 
durch Megalin aus der ULF aufgenommen werden. Unter der Voraussetzung, dass 
ausschließlich Megalin für die zelluläre Aufnahme Laktoferrins verantwortlich ist, 
könnte MCOL A nicht mehr aktiviert werden. In diesem Fall sollte sich während 
der Sekretionsphase in Megalin defizienten Mäusen nur eine geringe Transkrition 
von MCOL A im Gegensatz zu Wildtyp Tieren nachweisen lassen. Da Megalin 
Knockout Weibchen äußerst selten  überleben, konnten diese Experimente bisher 
noch nicht durchgeführt werden. 
Megalins Aufgabe im Uterus könnte auch die Endozytose anderer Proteine sein. 
So wird neben Laktoferrin auch Apolipoprotein J/Clusterin, ein weiterer Ligand 
von Megalin, in uterinen Sekreten vorgefunden (Kounnas et al., 1995, Brown et 
al., 1995). Apolipoprotein J/Clusterin ist ein 75-80 kDa großes Heterodimer, 
welches in vielen Organen produziert wird und dann meist sekretiert wird. In 
einer ganzen Reihe von Körperflüssigkeiten ist Apolipoprotein J/Clusterin 
vorzufinden, wie z.B. der Muttermilch und der ULF (Jones et al., 2002, Kounnas 
et al., 1995). In Mäusen ist die Expression von Apolipoprotein J/Clusterin wie die 
Megalins abhängig vom Hormonstatus der Tiere. Injektionen von nur Östradiol 
oder nur Progesteron führen nicht zu vermehrter Produktion von Apolipoprotein 
J/Clusterin mRNA. Eine Vorbehandlung mit Östradiol, gefolgt von Progesteron-
Injektionen  bewirken hingegen einen massiven einem Anstieg an Protein ( Brown 
et al., 1995). Dieser Hormonstatus ist typisch für die Situation, die wir in der 
späten sekretorischen Phase vorfinden. Abb.5.2. zeigt, dass nach dieser Phase 
meist die Menses folgt, also eine komplette Neuorganisierung des Uterusepithels. 
In der Tat ist Apolipoprotein J/Clusterin für Umstrukturierungsprozesse des 
Gewebes wichtig. Das Protein gilt als extrazellulärer „Zellschutz“, der die bei der 
Lyse von Zellen anfallenden Gewebsreste bindet und beseitigt (Brown et al., 
1995). Megalin wird ebenfalls vermehrt in der Sekretionssphase exprimiert (Abb. 
4.34.), vielleicht mit der Aufgabe, Apolipoprotein J/Clusterin zu binden und 
internalisieren. Interessanterweise bilden Karzinomazellen des Endometriums  
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sowohl in vitro, als auch in vivo vermehrt Apolipoprotein J/Clusterin nach 
Östradiol-Stimulation (Wunsche et al., 1998). 
Obwohl diese physiologischen Daten das Modell der Rezeptor vermittelten, 
zellulären Aufnahme von lipophilen Hormonen im Komplex mit spezifischen 
Transportmolekülen nicht direkt unterstützen, sind sie doch ein wichtiger Beleg 
für die Bedeutung von Megalin für die Entwicklung und Funktion steroid-
abhängiger Gewebe, hier dem Uterus. Direkte Unterstützung für die Richtigkeit 
des Modells ist die Identifizierung zweier Transportproteine für Steroide (Apo D 
und CCSP), die durch Megalin vermittelter Endozytose von Zellen aufgenommen 
werden. 
5.2. Apo D 
Apo D ist multifunktionelles Transportprotein für zahlreiche Liganden, welches 
zur Proteinfamilie der Lipocaline gehört (Rassart et al., 2000, Åkerstrom et al., 
2000). Die Lipocaline RBP, α1-M (α1-Mikroglobulin) und OBP (Odorant-
bindendes Protein) sind bereits als Liganden für Megalin identifiziert worden 
(Christensen et al., 1999, Leheste et al., 1999). Apo D ist  überwiegend mit high 
density lipoprotein (HDL)-Partikeln im Plasma assoziiert (McConathy and 
Alaupovic, 1973).  
In der vorliegenden Arbeit ist gezeigt worden, dass Apo D zu Megalin bindet 
(Abb. 4.8.) und in Megalin exprimierende Zellen aufgenommen und degradiert 
wird (Abb. 4.9 und 4.10). Diese Daten verifizieren neuere Berichte, die HDL-
Partikel als Liganden für Megalin beschreiben (Hammad et al., 2000, Kozyraki et 
al., 2001).  Es ist also durchaus möglich, dass diese Interaktion zwischen HDL-
Partikeln und Megalin von Apo D vermittelt wird. Apo D bindet unter anderem 
Bilirubin, Arachidonsäure (Peitsch et al., 1989, Morais-Cabral et al., 1995) und 
Progesteron (Pearlmann et al., 1973, Dilley et al., 1990).  
Die Aufklärung der Aufnahmemechanismen von Steroiden ist von besonderer 
medizinischer Bedeutung. Steroidhormone spielen eine herausragende Rolle in 
der Wachstumsregulation hormonsensitiver Tumore, die immerhin für ein Drittel 
aller menschlichen Krebserkrankungen verantwortlich sind (Labrie et al., 1986, 
Davidson et al., 1989, Boring et al., 1991). Besonders in der Entstehung und  
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Progression von Brust- und Prostatakrebs wird eine Rolle für Apo D diskutiert 
(Sanchez et al., 1992a und b, Aspinall et al., 1995). In überraschend vielen 
Tumoren apokriner Herkunft werden auffallend hohe Konzentrationen an Apo D 
gemessen. 
In der Zystenflüssigkeit großer Zysten der Brust von Frauen, die unter 
Mastopathia cystica fibrosa leiden, kann Apo D über 50% der 
Gesamtproteinmenge ausmachen (Balbin et al., 1990). Es kann zu einer 1000fach 
höheren Konzentration von Apo D im Vergleich zum Plasma kommen. Auch 
wenn aus diesen Zysten selbst keine Tumore hervorgehen, besteht für die 
betroffenen Frauen ein zwei- bis vierfach erhöhtes Risiko, an Brustkrebs zu 
erkranken (Balbin et al., 1990, Sanchez et al, 1992a). Weiterhin gilt für 
Brustkrebserkrankungen, dass die Apo D Expression höher in differenzierten 
Karzinomen ist, als in undifferenzierten, aggressiven Tumoren (Sanchez et al., 
1992 a und b). Die Konzentration von Apo D wird daher als Marker für die 
Tumorprogression angesehen (Diez-Itza et al., 1994). Eine hohe Apo D 
Expression in Brustkarzinomen verringert bei betroffenen Frauen die Chancen 
eines Rückfalls und steigert ihre Überlebenschancen. Bei Prostatakrebs hingegen 
ist die Apo D Expression in gutartigen Tumoren nur leicht, in malignen 
Karzinomen stark im Vergleich zum Normalwert erhöht. 
Die Megalin vermittelte Aufnahme und Degradation von rekombinant 
hergestelltem Apo D konnte im Zellkulturversuch dokumentiert werden (Abb. 
4.10). Mit dieser Arbeit konnte jedoch keine durch Apo D vermittelte 
Steroidaufnahme in Megalin exprimierende Zellen gezeigt werden.  
In der Tat scheint die Kopplung von Progesteron an sein Transportprotein Apo D 
schwierig zu sein und es werden selbst unter Verwendung nativen Apo D aus 
Zystenflüssigkeit nur geringe Ausbeuten an Komplex erzielt (Dilley et al., 1990). 
Das Unvermögen von Megalin expimierender Zellen, Apo D im Komplex mit 
Progesteron aufzunehmen (Abb. 4.11.), mag also daran liegen, dass die 
Komplexbildung höchst mangelhaft war, auch wenn sie anfangs aufgrund hoher 
Ausbeuten im Vergleich zu veröffentlichter Literatur erfolgreich aussah (Dilley et 
al., 1990). Die plausibelste Erklärung ist, dass Progesteron außen am Lipocalin 
die Bindungsstellen zu Megalin besetzte, statt die Ligandenbindungsdomäne des  
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Proteins zu belegen. Eine weitere Bindung des vermeintlichen „Komplexes“ zum 
Rezeptor und eine anschließende Aufnahme in die Zellen konnte nicht mehr 
stattfinden. Die drei unabhängigen Studien, mittels BIAcore Analyse (Abb. 4.8.), 
in der Liganden Blot Analyse (Abb. 4.9.) und die wiederholten Apo D-Aufnahme 
und Degradation Versuche durch BN 16 Zellen (Abb. 4.10.) geben eine klare 
Auskunft, dass Apo D an Megalin bindet. 
Es konnte außer der Bindung von Apo D an Megalin auch eine in der Affinität 
vergleichbare Bindung an VLDL R festgestellt werden (Abb. 4.8.). Sowohl 
Megalin, als auch VLDL R werden im Brustgewebe exprimiert (Lundgren et al., 
1997, Simonsen et al., 1994). Doch es ist der VLDL R, der in Brustkrebsgewebe 
gefunden wird, hier spezifisch in den Epithelzellen (Martensen et al., 1997, Webb 
et al., 1999 und 2001). Leider konnte aufgrund des Fehlens einer VLDL R 
exprimierenden Zelllinie dieser erfolgversprechende Weg nicht weiter durch in 
vitro Studien verfolgt werden. 
Festzuhalten bleibt, dass Megalin Apo D, das Transportprotein für Progesteron 
und eine Reihe anderer Steroidhormone, in vitro bindet und aufnimmt. 
5.3. CCSP 
In der vorliegenden Arbeit habe ich die für die Aufnahme von CCSP im 
proximalen Tubulus der Niere verantwortlichen Rezeptoren identifiziert. Die 
Existenz solcher Rezeptoren wurde postuliert aufgrund der Aufnahme von CCSP 
und CCSP im Komplex mit PCBs in die Niere (Brandt et al., 1985, Stripp et al., 
1996). Für diese CCSP Aufnahme sind zwei zelluläre Rezeptoren erforderlich: 
Cubilin, ein peripheres Membranprotein, welches direkt an CCSP bindet und 
Megalin, ein Endozytoserezeptor, der für die Endozytose vom Komplex aus 
CCSP und Cubilin notwendig ist. 
Cubilin wurde ursprünglich identifiziert und kloniert als Intrinsic Faktor-
Rezeptor, ein Protein, welches im Endbereich des Dünndarms für die Aufnahme 
von IF/Vitamin B12 verantwortlich ist (Seetharam et al., 1997, Birn et al., 1997, 
Sahali et al., 1988, Moestrup et al., 1998). In Übereinstimmung mit dieser 
entscheidenden Aufgabe in der Vitamin B12 Aufnahme im Darm entwickeln 
Patienten mit einem Defekt im Gen für Cubilin (Imerslund-Gräsbeck Syndrom) 
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 einen Vitamin B12 Mangel und einer damit einhergehenden Anämie (Aminoff et 
al., 1999).  
Außer im Endbereich des Dünndarms wird Cubilin in einer Reihe anderer 
Geweben exprimiert, darunter im proximalen Tubulus der Niere und im 
Dottersack ( Moestrup et al., 1998, Hammad et al., 2000). Diese Beobachtungen 
legen die Vermutung nahe, dass das Protein in die Aufnahme von zusätzlichen 
Liganden in nicht gastro-intestinale Zellen involviert sein könnte. Im proximalen 
Tubulus wurde Cubilin als der Rezeptor identifiziert, der für die Resorption von 
filtriertem Albumin aus dem Primärharn verantwortlich ist (Birn et al., 2000). 
Ebenfalls ist seine Rolle in der Aufnahme von HDL-Partikeln beschrieben 
(Kozyraki et al., 1999, Hammad et al., 1999).  
Mit seiner Funktion als Endozytoserezeptor mutet die Struktur von Cubilin 
ungewöhnlich an. Dem Protein fehlen sowohl eine Transmembran-, als auch eine 
zytoplasmatische Domäne. Es ist nur locker mit der Plasmamembran verbunden. 
Diese Verbindung wird durch eine amphipatische Helix hergestellt, die sich am 
aminoterminalen Ende des Proteins befindet (Kristiansen et al., 1999). Da Cubilin 
mit Megalin oft coexprimiert wird und diesen Rezeptor in vitro bindet, wurde ein 
Modell vorgeschlagen, in dem Cubilin an Megalin bindet, um gemeinsame 
Endozytose und ein Recycling an die Zelloberfläche zu durchlaufen (Moestrup et 
al., 1998).  
Es wurden einige Liganden vorgeschlagen, welche diesen Corezeptor 
Mechanismus nutzen, inklusive IF (Moestrup et al., 1998), Albumin (Birn et al., 
2000) und HDL (Hammad et al., 2000). Doch bisher sind keine Resultate 
publiziert worden, die zeigen, dass dieses „Rezeptoren-Doppel“ auch in vivo aktiv 
ist. In der vorliegenden Arbeit werden die ersten experimentellen Beweise 
beschrieben, dass Cubilin/Megalin als Rezeptoren-Doppel in vivo existent ist und 
im Zusammenspiel für die Aufnahme von CCSP in die proximalen Tubuli der 
Niere notwendig sind. Die Zusammenarbeit des Rezeptoren-Doppels sieht 
schematisch wahrscheinlich wie in Abb. 5.3. dargestellt aus.   
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Abb. 5.3. Endozytose 
von CCSP durch 
Cubilin/Megalin  
Der Progesteroncarrier 
CCSP bindet direkt an 
Cubilin. Im Komplex mit 
CCSP bindet Cubilin an 
Megalin, welches die 
Endozytose des 
Gesamtkomplexes 
vermittelt. Ohne Megalin 
kommt es zu keiner 
Endozytose. 
 
 Cubilin Cubilin Megalin
CCSP CCSP 
 
Eine Inhibierung von Cubilin in Zellkultur (Abb. 4.18.) oder eine genetische 
Inaktivierung im Patienten (Abb. 4.19.) verhindert die zelluläre Aufnahme von 
CCSP.  Die gleichen Effekte werden beobachtet, wenn Megalin durch spezifische 
Antikörper inaktiviert ist (Abb. 4.18) oder das Gen, wie bei der Megalin 
Knockout Maus,  fehlt (Abb. 4.20. und 4.21.). 
Die Assoziation von  Zelloberflächenproteinen mit Endozytoserezeptoren für eine 
gemeinsame Endozytose und ein Recycling an die Zelloberfläche sind bereits 
beschrieben worden. Häufig wurde dieses Phänomen bei Proteinen beschrieben, 
die durch Glykosyl-Phosphatidyl Inositol (GPI)-Anker mit der Plasmamembran 
verbunden sind. Ein Beispiel ist der Urokinase Rezeptor, der mit LRP in 
Verbindung tritt, um Liganden durch Endozytose in die Zellen zu bringen 
(Nykjaer et al., 1997). Beide Rezeptoren binden zueinander über einen 
gemeinsamen Liganden, dem Urokinase/Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 
Komplex. Die Existenz eines Endozytosecorezeptors für das GPI-verankerte Prion 
Protein wurde vorgeschlagen (Harris, 1999). Das Cubilin/Megalin Rezeptoren-
Doppel ist jedoch bisher einzigartig, da ein peripheres Membranprotein ohne GPI-
Anker direkt an einen Endozytoserezeptor bindet.  
In Abwesenheit von Megalin, wie z.B. in der Niere einer Megalin Knockout 
Maus, ist die Gesamtmenge an exprimiertem Cubilin auf der Zelloberfläche 
deutlich reduziert (Abb. 4.22., 4.23., 4.24.). Die wenigen Rezeptormoleküle, die 
dem Lumen des Tubulus zugewandt sind, können CCSP nicht durch Endozytose 
in die Zellen aufnehmen (Abb. 4.21.). Sie sind ferner nicht in Endosomen oder in  
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Vesikeln des Membranrecyclings auffindbar (Abb. 4.23). Diese Ergebnisse 
weisen darauf hin, dass Megalin in zwei unterschiedlichen Bereichen,  nämlich 
dem Transports und der Funktion von Cubilin involviert ist. Zum einen ist 
Megalin wichtig, aber nicht essentiell für Cubilins Leitung durch den 
sekretorischen Weg zur Zelloberfläche. Zweitens ist Megalin  absolut notwendig 
für eine Aufnahme Cubilins und eine Weiterleitung zu den Endosomen. Mit den 
Ergebnissen von Moestrup et al. (1998) und Hammad et al., (2000) kann ein 
Mechanismus postuliert werden, indem Cubilin überall mit Megalin assoziiert 
bleibt, sowohl während der Endozytose, als auch auf der Zelloberfläche. Liganden 
wie IF, Albumin oder CCSP assoziieren mit dem Komplex, indem sie zu Cubilin 
binden an Stellen, wo der Rezeptor nicht mit Megalin verbunden ist.  
Aufgrund der geringen Affinität Cubilins zu CCSP war es technisch nicht 
möglich, einen Komplex aus Cubilin, Megalin und CCSP zu bilden. Doch die 
Formung eines solchen Komplexes mit IF als Liganden ist bereits gelungen 
(Moestrup et al., 1998). 
Da die Expression von Megalin und Cubilin nicht auf die proximalen Tubuli der 
Niere beschränkt ist, drängt sich die Frage auf, ob das Rezeptoren-Doppel auch 
für die Akkumulation von CCSP in Geweben außerhalb der Niere verantwortlich 
ist. Und in der Tat decken sich jüngste Studien mit den hier vorgestellten 
Ergebnissen. So werden in der Lunge die beiden Rezeptoren von Type II 
Pneumozyten exprimiert. Mit höchster Wahrscheinlichkeit ist hier das 
Rezeptoren-Doppel aus Megalin und Cubilin verantwortlich für die zelluläre 
Aufnahme von HDL-Partikeln und somit von Vitamin E in das Lungengewebe 
(Kollek et al., 2002). Mit dieser Arbeit kann jedoch kein Beweis vorgelegt 
werden, dass CCSP durch diesen Mechanismus in das respiratorische Epithel 
aufgenommen wird (Abb. 4.25 und 4.26), wie der unveränderte Metabolismus von 
CCSP in der Lunge Megalin defizienter Mäuse zeigt. Es bleibt anzumerken, dass 
in der vorliegenden Arbeit die Menge an CCSP in der bronchio-alveolaren Lavage 
mittels Western Blot Analyse untersucht wurde, eine Methode, die nur eine starke 
Veränderung in der Quantität eines Proteins zulässt.  
Weitere Gewebe mit bewiesener Coexpression von Megalin und Cubilin sind der 
Dottersack und der Endbereich des Dünndarms (Hammad et al., 2000). Die  
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zelluläre Aufnahme von CCSP ist für die proximalen Tubuli der Niere und das 
Endometrium beschrieben worden (Bernard et al., 1994, Bochskanl et al., 1984, 
1988). Interessant wäre daher eine eingehende Untersuchung, ob Cubilin in 
Zusammenarbeit mit Megalin CCSP in die Epithelzellen des Endometriums 
aufnehmen kann. 
Die Identifikation eines Aufnahmemechanismus für die CCSP Resorption aus 
dem glomerulären Filtrat wirft einige interessante Hypothesen über die 
physiologische Rolle in vivo auf.  Die Hauptfunktion von Megalin im proximalen 
Tubulus der Niere ist die Rückgewinnung von Plasmacarriern, die durch den 
Glomerulus filtriert wurden (zusammengefasst von Christensen und Willnow, 
1999b). Diese Transportproteine sind DBP, RBP, Transcobalamin und 
Transthyretin. Die Resorption dieser Carrierproteine ist notwendig, um den 
Verlust von essentiellen Metaboliten wie Vitamin A, D3, B12 und Thyroxin durch 
die Ausscheidung mit dem Urin zu verhindern (Nykjaer et al., 1999, Christensen 
et al., 1999a, Sousa et al., 2000). 
Die Rückgewinnung von CCSP auf demselben Wege lässt vermuten, dass dieses 
Protein ebenfalls als Carrier für wichtige Metaboliten fungiert und ein Verlust 
dieser vermieden werden sollte. Einhergehend mit dieser Hypothese wurde 
gezeigt, dass Progesteron in der Ligandenbindungsdomäne des CCSP 
Homodimers bindet (Dunkel et al., 1995). Ob Progesteron der Ligand für CCSP in 
vivo ist, liegt noch im Unklaren. Die Affinität des Steroidhormons zu den 
verschiedenen CCSP Spezies schwankt stark, so ist sie für das CCSP bei Mensch 
und Affe sehr gering. Daher wird angenommen, dass ein bisher unidentifizierter 
Ligand für CCSP existieren muss.  
Cubilin defiziente Patienten und Megalin Knockout Mäuse sollten einen Verlust 
dieser Metaboliten über den Urin zeigen. Eine Funktion von CCSP im Transport 
und zellulärer Aufnahme von lipophilen Substanzen ist unterstützt durch die 
Rolle, die CCSP bei der Akkumulation von PCB zukommt. Es ist denkbar, dass 
diese lipophilen Xenobiotica die natürlichen endogenen Liganden aus der 
Bindungsdomäne von CCSP verdrängen und so in die Zielgewebe/-zellen 
gelangen, die normalerweise CCSP im Komplex mit seinem Liganden aufnehmen 
würden. 
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Die vorliegenden Untersuchungen über CCSP haben einen 
Aufnahmemechanismus für CCSP in die Niere nachgewiesen.  
Neue Studien, die nach der Veröffentlichung dieser  Arbeit über den 
Aufnahmemechanismus von CCSP erschienen sind, unterstützen die hier 
vorgestellten Ergebnisse. Inzwischen ist für weitere Liganden nachgewiesen 
worden, dass sie durch das Rezeptoren-Doppel aus Cubilin und Megalin in Zellen 
aufgenommen werden. Für die Aufnahme des Komplexes aus Transferrin und 
Eisen im proximalen Tubulus der Niere stellte sich ebenfalls heraus, dass die 
Rückgewinnung aus dem Primärharn durch Cubilin/Megalin stattfindet, wobei 
Transferrin ausschließlich an Cubilin bindet (Kozyraki et al., 2001). Der Komplex 
aus Vitamin D und seinem Carrierprotein DBP wird ebenfalls durch den Doppel-
Rezeptorenmechanismus aufgenommen (Nykjaer et al., 2001). Dabei ist zu 
bemerken, dass DBP zu beiden Rezeptoren bindet. Es verlieren Hunde und 
Menschen mit einer Cubilin Defizienz geringere Mengen an Vitamin D im Urin 
als Megalin defiziente Mäuse. Wird Cubilin im proximalen Tubulus der Niere 
nicht exprimiert, kann der Vitamin D/DBP Komplex weiterhin an Megalin binden 
und so in die Zellen aufgenommen werden. Fehlt hingegen Megalin, findet keine 
Endozytose statt, auch wenn der Komplex an Cubilin bindet. Folglich wird 
Vitamin D mit dem Urin ausgeschieden. Für die zelluläre Aufnahme von 
Transcobalamin im Komplex mit Vitamin B12 im proximalen Tubulus der Niere 
ist nach heutigen Kenntnissen Megalin allein verantwortlich, gleiches gilt für 
Vitamin A mit seinem Carrierprotein RBP. Cubilin scheint bei der Aufnahme 
dieser Vitamine in die Zellen des proximalen Tubulus der Niere keine Bedeutung 
zu haben.  
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Ausstehende Experimente:  
Bei der Untersuchung zur Rolle Megalins in der Entwicklung des Uterus sind in 
noch viele fragen offen. Erste Hinweise weisen auf eine wesentlichen Anteil des 
Rezeptors bei der sexuellen Reifung der weiblichen Maus hin, doch stehen 
detaillierte Erklärungen über die Wirkungsweise aus.  
Die Analysen zur Interaktion zwischen Megalin und Apo D könnten durch die 
Studien zur Progesteronaufnahme vervollständigt werden, doch nach jetzigem 
Stand der Erkenntnis wäre eine eingehendere Untersuchung einer Apo D / 
Progesteronaufnahme durch den VLDL R sicherlich von weitreichenderer 
Relevanz. 
Im Falle einer Verfügbarkeit von markierten PCBs im Komplex mit CCSP wäre 
ein abschließender Beweis der Einlagerung dieser Toxine in die Niere, bzw. dem 
Ausbleiben bei Megalin Knockout Mäusen oder Cubilin defizienten Hunden zu 
erbringen.  
Weitergehende Studien, die zur Prävention einer PCB-Akkumulation in Lunge 
und Niere bei einer Exposition dienen, sind ohne Zweifel von medizinischer 
Bedeutung. Durch sogenanntes „Drugdesign“, also der maßgeschneiderten 
Synthese z.B. eines PCB-Antagonisten, könnte eine Aufnahme in den Körper 
verhindert werden. Der Rezeptor wäre durch das im Idealfall ungiftige 
Medikament blockiert, die krebserregende und fruchtschädigende Wirkung der 
PCBs wäre vermieden. 
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6. ZUSAMMENFASSUNG 
Der Mechanismus der Endozytose von Lipoproteinen wurde hauptsächlich durch 
die Arbeiten am low density lipoprotein (LDL) Rezeptor (LDL R) aufgeklärt.  
Heute sind eine Reihe von strukturell und funktionell verwandten Rezeptoren 
bekannt, die mit dem LDL R eine Familie von Endozytoserezeptoren bilden, die 
LDL R Gen Familie. Es musste jedoch die anfängliche Annahme, dass diese 
Rezeptoren lediglich der zellulären Aufnahme von Lipoproteinen dienen, revidiert 
werden. Vielmehr gibt es deutliche Hinweise, dass das Wirkungsspektrum der 
Rezeptoren der LDL R Gen Familie außerdem Signaltransduktion, sowie 
Endozytose von Lipiden umfasst, die nicht in Lipoproteinpartikeln transportiert 
werden. Unter anderem werden Steroide und Retinoide im Plasma im Komplex 
mit spezifischen Carrierproteinen transportiert. Mit dieser Arbeit sollten Beweise 
gesammelt werden, dass der Endozytoserezeptor Megalin für die Aufnahme 
lipophiler Substanzen im Komplex mit ihren Transportmolekülen in Zielgewebe 
verantwortlich ist. Es wurden exemplarisch drei Proteine (24p3, Apo D und 
CCSP) ausgesucht, die jeweils die Funktion eines Transportmoleküls für lipophile 
Stoffe in einem hydrophilen Milieu wie z.B. Blut übernehmen. Für eines der 
Proteine (24p3) konnte in der BIAcore Analyse keine direkte Bindung an Megalin 
festgestellt werden. Der Progesteron-Carrier Apoliprotein D (Apo D) bindet außer 
zu Megalin auch an andere Rezeptoren der Gen Familie, z.B. VLDL R und LRP. 
In vitro konnte eine Aufnahme und Degradation von Apo D in Megalin 
exprimierenden Zellen festgestellt werden.  
Für das dritte untersuchte Protein ergab sich ein überraschendes Ergebnis. Clara 
cell secretory protein (CCSP) ist ein Carrierprotein für lipophile Substanzen in der 
bronchio-alveolaren Flüssigkeit, im Plasma und im Urin. Es transportiert 
Steroidhormone und polychlorinierte Biphenyle (PCB). Es bindet zwar nicht 
direkt an Megalin, doch ist seine Aufnahme in Zellen des proximalen Tubulus der 
Niere abhängig von Megalin. Es gelang erstmalig zu beweisen, dass ein Co-
Rezeptorsystem aus Megalin und Cubilin, einem peripheren Membranprotein, in 
vivo existiert. Cubilin und Megalin werden unter anderem in der Niere 
coexprimiert. Durch BIAcore Analysen wurde eine direkte Bindung von CCSP an 
Cubilin festgestellt und in Zellkulturversuchen resultiert diese Bindung in  
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Aufnahme und Degradation von CCSP. Doch die Internalisierung kann nicht nur 
durch Zugabe von Antikörpern gegen Cubilin, sondern ferner auch durch 
Antikörper gegen Megalin inhibiert werden. Der Endozytoserezeptor Megalin 
bindet nicht an CCSP, assoziiert aber mit Cubilin. Konform mit der Rolle der 
beiden Rezeptoren in der tubulären Resorption verlieren Patienten ohne 
funktionelles Cubilin oder Megalin defiziente Mäuse CCSP mit dem Urin. Diese 
Resultaten zeigen, dass ein Co-Rezeptorsystem im proximalen Tubulus der Niere 
existiert, bestehend aus einem  CCSP-bindenden Protein (Cubilin) und einem 
Endozytoserezeptor (Megalin), das für die gewebsspezifische Aufnahme von 
CCSP und assoziierten Liganden verantwortlich ist. 
Des Weiteren wurde zur Aufklärung der Rolle Megalins in der Aufnahme 
lipophiler Substanzen der Megalin exprimierende Uterus untersucht. 60 % der 
weiblichen Megalin Knockout Mäuse zeigen einen Vaginalverschluß. Das Öffnen 
der Vagina zirka einen Monat nach der Geburt ist ein von 17β-Östradiol 
abhängiger Vorgang. Es wurde die Megalin Expression im Epithel des 
Endometriums dokumentiert, die eine Woche nach der Geburt einsetzt und mit 
Erreichen der Geschlechtsreife geringfügig abnimmt. Bei geschlechtsreifen 
Mäusen ist die Menge an gebildetem Rezeptor während des Zyklus starken 
Schwankungen unterworfen. Diese vom Zyklus abhängige Regulation der 
Megalinexpression deutet auf eine hormonabhängige Rolle des Rezeptors im 
Uterus hin. Des Weiteren wurde das multifunktionelle Protein Laktoferrin als ein 
Ligand von Megalin im Uterus nachgewiesen. Die Expression von Laktoferrin im 
Uterus verhält sich antizyklisch zu der von Megalin.  
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